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Aa: Aminoácido
AAca: Virus de la gripe A/Ann Arbor/6/60 cold-adapted 
(H2N2), cepa atenuada adaptada a multiplicarse a bajas 
temperaturas
Ac: Acetilo
AdV: AdenoVirus
ATCC: American Type Culture Collection
ATP: Adenina-trifosfato 
ATPasa: Enzimas capaces de producir la hidrólisis de 
ATP en ADP y un ión fosfato libre. Esta reacción libera 
energía que es utilizada en la mayoría de los casos para 
poder llevar a cabo otra reacción química que se acopla a 
la reacción descrita
BRD4: Bromodomain-containing protein 4
BRK: dominio Brama y Kismet 
BSA: Seroalbúmina bovina 
CAL: Virus de la gripe de la cepa A/California/07/09 
(H1N1)
CD: Cromodominio
cDNA: DNA complementario
CHARGE: Coloboma of the eye, Heart defects, Atresia 
of the nasal choanae, Retardation of growth and/or 
development, Genital and/or urinary abnormalities, and 
Ear abnormalities and deafness 
CHD: Chromodomain-Helicase/ATPase DNA-binding 
ChIP: Inmunoprecipitación de cromatina (Chromatin 
Immunoprecipitation)
ChIP-CHIP: ChIP acoplado a la tecnología de microarray 
génico
ChIP-Seq: ChIP acoplado a secuenciación masiva 
Cold adapted: Adaptado a bajas temperaturas
cRNA: RNA complementario 
cRNP: Ribonucleoproteína viral que contiene cRNA
CTD: Carboxy Terminal Domain
C-terminal: Carboxilo terminal 
DDB1: Proteína de unión a DNA dañado-1 (Damage-
specific DNA Binding protein-1)
DMEM: Dulbecco Modified Eagle Medium
DMSO: Dimetil SulfÓxido 
DNA: Ácido desoxirribonucleico 
DNMT: Metiltransferasa de DNA 
DRB: Dicloro-beta-D-Ribofuranosil Bezimidazol
EBV: Virus de Epstein-Barr (Epstein-Barr Virus)
EDTA: Ácido etilendiaminotetra-acético (EthylenDiamine-
Tetra acetic Acid)
Eng (E): Virus de la gripe de la cepa A/England/1/51 
(H1N1)
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Células ES: Células madre embrionarias 
FACT: Facilitates Chromatin Transcription
FBS: Suero fetal bovino
G: Guanina
H: Histona
h: Hora 
H1: Histona 1
H2A: Histona 2A
H2B: Histona 2B
H3: Histona 3
H4: Histona 4
H9N2: Virus de la gripe de la cepa A/Turkey/Wisconsin/66 
(H9N2)
HA: Hemaglutinina
HAT: Acetiltransferasa de histona
HEK293T: Tipo celular de riñon embrionario humano que 
expresa el antígeno T del virus SV40
HP1α: Proteína de la heterocromatina 1 α 
hpi: Horas Post-Infección
HPV: Virus de Papiloma Humano (Human Papilloma 
Virus)
Hsp70: Heat Shock Factor 70
HSV-1: Virus herpes simplex tipo 1 (Herpes Simplex Virus 
type-1)
HTLV-I: Virus linfotrópico humano tipo 1 (Human 
T-Lymphotropic Virus type-1)
IN: Integrasa retroviral
K: Abreviación estándar del aminoácido de lisina
KAP1: KRAB-ZFP–Associated Protein 1 
KDa: KiloDaltons 
KDM: Demetilasa específica de residuo de lisina
KMT: Metiltransferasa específica de residuos de lisina 
KSHV: Herpesvirus asociado a sarcoma de Kaposi 
(Kaposi Sarcoma-associated HepesVirus)
Linker histone: Histona de unión entre nucleosomas
Lipid raft: Balsa lipídica
M1: Proteína de Matriz-1 del virus de la gripe
M2: Proteína de Matriz-2 del virus de la gripe
Mating type switching: Proceso de cambio de tipo de 
apareamiento en levaduras.
MDCK: Tipo celular de riñon de perro (Madin Darbey 
Canine Kidney)
me: Metilo
min: Minuto 
ml: Mililitro
MOI: Multiplicidad de infección (Multiplicity of Infection)  
mRNA: RNA mensajero 
NA: NeurAminidasa
NC: Virus de la gripe de la cepa A/New Caledonia/20/99 
(H1N1) 
NEDD4: Neural Precursor Cell Expressed, 
Developmentally Down-regulated 4
NEP: Nuclear Export Protein
NES: Señal de exportación nuclear (Nuclear Export 
Signal) 
NF90: Nuclear Factor 90
NLS: Señal de localización nuclear (Nuclear Localization 
Signal) 
nm: Nanómetro
nM: NanoMolar
NP: Nucleoproteína
NRF2: NF-E2-related factor-2
NS1: Proteína no estructural 1
nt: Nucleótido 
N-terminal (N): Amino terminal 
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Nuclear Speckles: Estructuras subnucleares ricas en 
factores de splicing 
NuRD: Complejo implicado en remodelación y 
deacetilación de nucleosomas (Nucleosome Remodeling 
and Deacetylation complex)
OH: Grupo hidroxilo
ORF: Fase abierta de lectura (Open Reading Frame)
P/CAF: p300/CBP-Associated Factor
Panhandle: Estructura en mango de sartén 
PARP-1: Poli-Adenil-Ribosil Polimerase-1
PAT157A: Virus de la gripe rescatado con la mutación 
T157A en la subunidad PA
PB1: Proteína Básica 1
PB2: Proteína Básica 2
PBCV-1: Virus Paramecium bursaria Chlorella 1 
PBS: Tampón fosfato salino 
PBSc: PBS completo 
PFU: Unidades formadoras de placa (Plaque Forming 
Unit) 
PHD: Plant Homeo Domain
PHF2: PHD Finger protein 2
PML: ProMyelocytic Leukemia protein
PPARalpha: Peroxisome Proliferator Activated Receptor 
alpha
PR8: Virus de la gripe de la cepa A/PR/8/34 (H1N1)
pre-mRNA: Precursor del RNA mensajero 
RB: Retinoblastoma
RBL2: RuvB-Like protein 2
RNA: Ácido ribonucleico 
RNAP II: RNA polimerasa II 
RNP: Ribonucleoproteína
rpm: Revoluciones por minuto 
RT: Temperatura ambiente (Room Temperatura) 
SANT: Dominio Swi3, Ada2, N-CorR, TRIIIB
SDS: Dodecil sulfato sódico 
SDS-PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida en 
presencia de SDS
SFPQ: Splicing Factor Proline/Glutamine-Rich 
shRNA: Horquilla corta de RNA de doble cadena (Short 
Hairpin RNA)
Shut off: Proceso por el cual se inhibe la expresión de los 
mRNAs celulares durante la infección viral
siRNA: RNA pequeño interferente (Small Interfering RNA)
snoRNPs: Partículas ribonucleoproteicas nucleolares 
pequeñas 
snRNPs: Partículas ribonucleoproteicas nucleares 
pequeñas 
Spliceosome: Complejo macromolecular que contiene la 
maquinaria de splicing 
Splicing: Procesamiento del pre-mRNA por el que se 
eliminan secuencias intrónicas por corte y empalme 
SUV39H: Suppressor of Variegation 3-9 Homolog
SV40: Virus vacuolado del simio 40
Swi/Snf: Switching defective y Sucrose NonFermenting
TAT: Trans-Activator of Transcription 
TM: Thermotoga Maritimia
U: Uridina
Ub: Ubiquitina
Upstream: Término relativo de lugar que indica que algo 
se encuentra más cercano al extremo 3’ de la cadena 
molde del DNA que otra cosa 
UV: Ultravioleta
VIC: Virus de la gripe de la cepa A/Victoria/3/75 (H3N2) 
VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana
vRNA: RNA genómico viral 
vRNP: Ribonucleoproteína que contiene vRNA
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VSV: Virus de la Estomatitis Vesicular (Vesicular Stomatitis 
Virus)
WB: Western blot 
WSN: Virus de la gripe de la cepa A/WSN/33 (H1N1) 
Wy: Virus de la gripe de la cepa A/Wyoming/3/2003 
(H3N2)
μg: Microgramo 
μl: Microlitro
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SUMMARY
A significant body of evidence underlines the close relationship between influenza virus polymerase 
activity and the cellular transcription machinery as well as with nuclear chromatin. Nevertheless, once viral 
transcription is finished, RNA polymerase II is degraded and cellular transcription is disrupted, thus contributing 
to the observed cellular shut-off.
 In this thesis, a new interaction of the viral polymerase with a nuclear transcription related factor, the 
chromatin remodeler CHD6 protein, is described. CHD6 interacts individually with PA and PB2 influenza virus 
polymerase subunits as well as with the entire polymerase complex. High virus titers were also obtained in 
CHD6 silenced cells, which highlights the role of CHD6 as a negative modulator of influenza virus growth. 
 Numerous nuclear processes are affected during influenza virus infection. Taking into consideration 
CHD6 binding to the viral polymerase, changes in CHD6 behavior during virus infection were assayed. 
We found that CHD6 intranuclear localization changes from a rather uniformly punctuated distribution to a 
granulated pattern within the infected cell. Moreover, at late time post-infection there is an increase in CHD6 
and viral RNPs binding to trimethylated lysines of histone 3 tails that mark inactive chromatin (H3K9me3 and 
H3K27me3). A specific downregulation of H3K4me3 transcriptionally active mark could also be observed, 
which could be due to the profound cellular transcription obstruction initiated at intermediate times post-
infection.
 Additionally, It was also observed that infection with laboratory-passaged influenza virus strains and 
natural human isolates specifically degrades CHD6 protein. In contrast to what happens with RNAP II during 
influenza virus infection, CHD6 degradation  is also triggered by the attenuated A/PR8/8/34 (PR8) and by the 
cold-adapted A/AnnArbor/6/60 (AA) strains, which are used as donor for vaccine seeds. Specific inhibitors of 
the proteasome pathway do not impede the degradation and, moreover, the expression of viral polymerase 
from its cloned cDNAs is sufficient to induce this effect. CHD6 degradation was also observed in lungs of 
influenza virus infected mice.
 Relocalization of CHD6 to inactive chromatin and its specific degradation, as well as a decrease of 
H3K4me3, could constitute additional pathogenic events used by the influenza virus to induce host cell shut-
off. The behavior of CHD6 during infection is also in accordance with its role as a negative modulator of the 
influenza virus infection.
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EL VIRUS DE LA GRIPE
1. Introducción y Generalidades
La gripe es una enfermedad infecciosa 
causada por virus RNA de la familia Orthomyxoviridae 
y que afecta tanto a aves como a mamíferos. Los 
síntomas más comunes de la enfermedad son: 
fiebre alta, dolor de cabeza, postración y dolor 
muscular. Su alcance y mortalidad es especialmente 
importante en ciertos grupos de población, 
denominados “grupos de riesgo” (mayores de 65 
años o individuos con patologías ya existentes). En 
España, se estima que la población de riesgo oscila 
entre 7 y 10 millones de personas.
Desde el punto de vista epidemiológico, 
la gripe se transmite rápidamente durante las 
epidemias estacionales afectando de un 10 a un 
20% de la población general y, según informes de 
la OMS (Organización Mundial de la Salud), podría 
ser causante de entre 250.000 y 500.000 muertes 
cada año. Adicionalmente, también es responsable 
de pandemias de gran impacto, generalmente 
asociadas a profundos cambios antigénicos contra 
los que los seres humanos presentan una débil 
inmunidad. En el siglo pasado tuvieron lugar 3 
pandemias que causaron decenas de millones de 
muertes y que fueron provocadas por la aparición 
de nuevas cepas de gripe en humanos (la gripe 
española de 1918, la gripe asiática de 1957, y 
la gripe de Hong Kong de 1968-69). A menudo, 
estas nuevas cepas surgen por la transmisión de 
una cepa ya existente desde una especie animal a 
humanos (conocido como salto “interespecies”), o 
cuando una cepa de humanos intercambia nuevos 
segmentos genómicos de otro virus influenza que 
normalmente infecta aves o cerdos (conocido 
como “reorganización” de segmentos genómicos). 
En Diciembre de 1997, apareció un nuevo subtipo 
aviar H5N1, proveniente de aves importadas desde 
China, susceptible de generar una nueva pandemia 
(Hatta et al., 2001). Sin embargo, a pesar de su 
elevada mortalidad, este virus no ha adquirido la 
capacidad de transmitirse entre humanos. Aun 
bajo la amenaza de la posible pandemia de gripe 
aviar, un nuevo subtipo H1N1 de origen porcino, se 
extendió desde Méjico en junio de 2009 (Neumann 
et al., 2009). A diferencia del virus aviar H5N1, este 
subtipo se caracteriza por una alta transmisibilidad 
entre la población humana aunque con una menor 
mortalidad (Itoh et al., 2009). Estas características, 
junto con la globalización del mundo actual, han 
propiciado la expansión del virus en un tiempo 
récord.
     La alta capacidad de transmisión, la facilidad 
para adaptarse a varios hospedadores y su enorme 
variabilidad, han hecho del virus de la gripe uno 
de los patógenos que más morbilidad y mortalidad 
ha causado en la historia. Por todo ello, el estudio 
de los mecanismos moleculares que gobiernan la 
infección es un requisito necesario e importante para 
aumentar el conocimiento sobre este patógeno.
2. Clasificación
El virus de la gripe pertenece a la familia 
Orthomyxoviridae, cuyo nombre hace referencia a 
su capacidad hemaglutinante o de unión a mucus 
(del griego myxo). Esta familia se caracteriza por 
tener una envuelta lipídica y poseer un genoma 
segmentado de moléculas de RNA de cadena 
sencilla y polaridad negativa. 
La familia Orthomyxoviridae incluye varios 
géneros: influenzavirus A, que presenta 8 segmentos 
genómicos e infecta humanos, otros mamíferos 
y una gran variedad de aves; influenzavirus B, 
también de 8 segmentos y que únicamente infecta 
humanos; influenzavirus C, que infecta humanos, 
perros y cerdos, y presenta 7 segmentos genómicos; 
Thogoto-like virus que incluye los virus Thogoto 
(con un genoma viral de 6 segmentos) y Dhori (de 7 
segmentos); y el género Isavirus con 8 segmentos 
genómicos y  cuyo componente más importante es 
el virus de la anemia del salmón.
Los géneros A, B y C se distinguen entre sí 
por las diferencias antigénicas presentes en las 
moléculas de nucleoproteína (NP) y en la proteína 
mayoritaria de la matriz, M1. Los influenzavirus 
tipo A se dividen a su vez en subtipos basándose 
en la naturaleza antigénica de las glicoproteínas 
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). A lo largo 
de esta tesis se hará referencia exclusivamente a 
este género, ya que es el que más severamente 
afecta a humanos y constituye el principal modelo 
de estudio de laboratorio.
3. Organización de la Partícula Viral y Proteínas 
Virales
 Los viriones presentan una morfología 
pleiomórfica  y  heterogénea  aunque  con 
tendencia a  adquirir  formas  esféricas  o 
filamentosas dependiendo de la cepa y el tipo de 
célula hospedadora (Horne et al., 1960; Hoyle et al., 
1961) (Fig. I1-A). La partícula vírica se caracteriza 
por presentar una envuelta lipídica  derivada de 
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la membrana plasmática de las células a las que 
infecta (Compans & Chopin, 1975) (Fig. I1-B). 
Expuestas en la membrana se encuentran las 2 
glicoproteínas de membrana HA y NA, que son los 
principales determinantes antigénicos. La proteína 
HA (hemaglutinina), forma un homotrímero de 
estructura globular y sus funciones más relevantes 
son el reconocimiento del receptor, el ácido 
siálico, y la fusión con la membrana celular para 
permitir la entrada del virus. Existen al menos 16 
subtipos diferentes de HA y solo 3 (H1, H2 y H3) se 
encuentran en virus influenza que infectan humanos. 
La proteína NA (neuraminidasa), que se organiza en 
un homotetrámero con forma de bastón, presenta 
actividad neuraminidasa y permite el corte de los 
residuos de ácido siálico tanto en la membrana 
celular como en viriones progenie. De esta forma 
favorece la salida del virus de la célula infectada 
y evita la agregación de los mismos (Palese & 
Compans, 1976; Palese & Schulman, 1974). La 
administración de inhibidores de neuraminidasa se 
utiliza como tratamiento que limita la severidad y 
la propagación de las infecciones por gripe. En la 
envuelta del virión también se localiza la proteína 
M2 (Zebedee & Lamb, 1988). M2, en su forma 
tetramérica biológicamente activa, actúa como 
canal iónico que permite el paso de los protones 
desde los endosomas al interior de la partícula 
viral y, por consiguiente, facilita su desensamblaje 
(Holsinger & Lamb, 1991; Pinto et al., 1992; 
Schnell & Chou, 2008). Bajo la envuelta lipídica se 
encuentra el armazón proteico del virus, compuesto 
principalmente por la proteína M1 (Fig. I1-B), que 
es la proteína más abundante y la más conservada 
evolutivamente (Nayak et al., 2004). Unido a M1 
en esta malla estructural se encuentra la proteína 
NEP (Nuclear Export Protein) (Richardson & Akkina, 
1991; Yasuda et al., 1993), antes llamada NS2. 
NEP es la proteína estructural menos abundante en 
el virión y está implicada en la exportación de las 
RNPs fuera del núcleo celular (O’Neill et al., 1998).
 En el interior de la matriz se encuentra el 
genoma segmentado del virus, organizado en ocho 
ribonucleoproteínas (RNPs) (Fig. I1-B). Cada una 
de ellas está compuesta por un segmento de RNA 
genómico superenrollado (Hsu et al., 1987) que 
se encuentra tapizado en toda su longitud por la 
nucleoproteína (NP) (Klumpp et al., 1997). Anclado 
a un extremo de la estructura que forman el genoma 
viral unido a NP, se encuentra la polimerasa viral 
dependiente de RNA compuesto, a su vez, por las 
subunidades PB1, PB2 y PA. Estas RNPs son las 
unidades básicas que llevan a cabo los procesos de 
replicación y transcripción en el núcleo de la célula 
infectada.
 Durante la infección también se expresan 
otras proteínas virales que no se encuentran en 
el virión. Estás proteínas son NS1 y dos proteínas 
Figura I1. El virus de la gripe. (A) Imágenes de viriones del virus de la gripe tomados por micrografía electrónica. La imagen de 
mayor tamaño corresponde a viriones saliendo de células MDCK a las 10 horas post-infección. Los puntos electrodensos en el 
interior del virión corresponden a las RNPs. Las imágenes pequeñas corresponden a secciones seriadas de un virión donde se 
observan 7 RNPs alineadas en forma de anillo con una octava RNP central. Adaptado de (Noda, 2006). (B) Representación gráfica 
de una partícula viral en la que se indican las proteínas estructurales del virus, las ocho RNPs y la membrana del virus derivada de 
la membrana celular. 
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derivadas del segmento 2, PB1F2 y N40. La 
proteína no estructural NS1 es una factor de 
virulencia no esencial que tiene múltiples funciones 
accesorias durante la infección (Hale et al., 2008). 
Aunque la principal funcional asignada a NS1 es 
la inhibición de la respuesta inmune iniciada por la 
célula infectada (Fernandez-Sesma, 2007), también 
se la ha relacionado con la modulación del proceso 
de splicing del mRNA viral (Garaigorta & Ortin, 
2007) y la inhibición del splicing (Qiu et al., 1995), 
del procesamiento del extremo 3’ (Chen et al., 1999) 
y del transpote núcleo-citosólico de los mRNAs 
celulares (Fortes et al., 1994). Además, modula la 
actividad de la polimerasa viral (Hatada et al., 1997; 
Hatada et al., 1992; Marión et al., 1997), participa en 
la morfogénesis (Garaigorta et al., 2005) y estimula 
selectivamente la traducción de los mRNAs virales 
(Aragón et al., 2000; Burgui et al., 2003; de la Luna 
et al., 1995).  
 Las proteínas PB1F2 y N40, cuyas 
expresiones en la célula infectada han sido descritas 
recientemente (Chen et al., 2001; Wise et al., 2009), 
son sintetizados a partir de una fase de lectura y 
un codón de iniciación alternativos del mensajero 
del segmento genómico 2, respectivamente. PB1F2 
presenta una rápida degradación dependiente 
del proteosoma, se localiza en la membrana 
mitocondrial y se le ha relacionado con procesos 
apoptóticos (Gibbs et al., 2003). PB1F2 también ha 
sido implicada en la regulación de la actividad de 
la polimerasa viral a través de su interacción con 
la subunidad PB1 (Mazur et al., 2008). La proteína 
N40 es una versión truncada de PB1 que carece de 
actividad transcriptasa y cuya eliminación provoca 
una disminución en la actividad replicativa en ciertos 
fondos genéticos (Wise et al., 2009).
4. Organización Genómica y RNAs Virales 
Sintetizados en la Célula Infectada
 El genoma del virus de la gripe está formado 
por 8 segmentos de RNA de cadena sencilla y 
polaridad negativa (Inglis et al., 1976). Con un 
tamaño total aproximado de 13500 nucleótidos, la 
longitud de los segmentos individuales se encuentra 
entre los 890 y los 2341 nucleótidos. En la célula 
infectada se expresan 12 proteínas virales donde 
cada segmento codifica una única proteína, excepto 
los segmentos 2, 7 y 8 (Chen et al., 2001; Lamb & 
Choppin, 1979; Lamb et al., 1980; Lamb & Lai, 1980; 
Lamb et al., 1981). Para cada uno de los RNAs 
mensajeros generados de los segmentos 7 y 8 se 
sintetizan por splicing alternativo 2 proteínas (M1 y 
M2 del segmento 7, y NS1 y NS2 del 8). El mRNA del 
segmento 2 contiene dos pautas de lectura abierta 
a partir de las cuales se expresan las proteínas 
PB1 y PB1-F2, y un codón de iniciación alternativo 
en la posición 40 que da lugar a la expresión de la 
proteína N40. 
 Se pueden distinguir tres formas distintas de 
RNA viral sintetizados por la polimerasa viral RNA 
dependiente dentro de la célula infectada (Fig. I2). 
La naturaleza, función y procedencia se describen a 
continuación.
Figura I2. Síntesis de los distintos tipos de RNA virales. Representado en verde se muestra el vRNA de polaridad negativa, que 
constituye la forma genómica a partir de la cual se generan el mRNA (de color marrón) en el proceso de transcripción viral y el cRNA 
(de color azul claro) como forma intermedia de la replicación viral. 
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4.1 vRNAs o RNAs genómicos.
 Los RNAs genómicos constituyen la forma 
de RNA presente en viriones y son cadenas sencillas 
de RNA de polaridad negativa. Presentan en sus 
extremos 5’ un grupo trifosfato y en el 3’ un grupo 
–OH  (Young & Content, 1971). También tienen 
cerca del extremo 5’ un tramo corto de entre 5 y 7 
uridinas, que constituye la señal de poliadenilación 
(Holsinger & Lamb, 1991; Robertson, 1979) (Fig. 
I2). El vRNA siempre se encuentran formando 
complejos de ribonucleoproteínas (vRNPs) a través 
de su asociación con la polimerasa viral y múltiples 
monómeros de nucleoproteína (NP) (Neumann et 
al., 2004). 
 
4.2 cRNAs o RNAs complementarios
 Son una copia completa y de polaridad 
positiva del vRNA que se genera mediante el 
proceso de replicación (Fig. I2). Los cRNAs son 
RNAs intermediarios de la replicación viral, ya que 
se utilizan como molde para generar copias de 
vRNA que serán incorporadas a la progenie viral. Al 
igual que el vRNA, en todo momento se encuentra 
formando cRNPs, pero éstas nunca salen del núcleo 
de la célula infectada (Shapiro et al., 1987).
4.3 mRNAs o RNAs mensajeros
 Son el producto de la transcripción del 
vRNA llevada a cabo por la polimerasa viral, y por lo 
tanto, de polaridad positiva. Son copias incompletas 
ya que carecen de la zona complementaria al 
extremo 5’ del vRNA. En su lugar, poseen una cola 
de poli (A) en su extremo 3’ que se genera a través 
de la copia reiterada, mediada por la polimerasa 
viral, de un tramo de uridinas cercano al extremo 
5’ del molde vRNA (Fig. I2). En su extremo 5’ 
presenta un oligonucleótido heterogéneo de entre 
10 y 13 nucleótidos de longitud que incluye una 
estructura cap tipo I (m7GpppN) procedente de pre-
mensajeros (pre-mRNA) celulares transcritos por 
la RNA polimerasa II celular (RNAP II) (Krug et al., 
1979). Estos oligonucleótidos con estructura cap 
son “robados” por la polimerasa viral gracias a su 
actividad endonucleolítica (Dias et al., 2009; Doan et 
al., 1999; Plotch et al., 1981), y son utilizados como 
oligonucleótidos cebadores en la transcripción viral. 
Debido a las modificaciones de ambos extremos, 
los mRNAs virales y celulares son estructuralmente 
indistinguibles.
5. La RNP Viral
 La forma activa en transcripción y replicación 
del genoma viral es la ribonucleoproteína (RNP), en 
la que cada segmento de vRNA o cRNA se encuentra 
individualmente encapsidado por la nucleoproteína 
(NP) y asociado a una copia de la RNA polimerasa 
dependiente de RNA del virus, formada por las 
subunidades PB1, PB2 y PA. La estructura de las 
RNPs ha sido confirmada por numerosos estudios 
de microscopía (Coloma et al., 2009; Martín-Benito 
et al., 2001; Ortega et al., 2000). Estos ensayos 
muestran estructuras en forma circular, helicoidal 
o superenrollada dependiendo de la longitud del 
molde RNA. Adicionalmente, el análisis estructural 
de las RNPs virales ha permitido determinar la 
presencia de la polimerasa viral en uno de los 
extremos, los residuos implicados en la interacción 
entre monómeros de NP fundamentales en la 
configuración estructural de la RNP, y la asociación 
independiente de secuencia de cada monómero de 
NP a 24 nucleótidos de RNA.   
5.1 La polimerasa viral
 La enzima responsable de la síntesis de 
RNA viral en el núcleo de la célula infectada, tanto 
a través de la transcripción como de la replicación, 
es el complejo de la polimerasa viral. La RNA 
polimerasa dependiente de RNA del virus de la 
gripe está compuesta por tres subunidades, PB1, 
PB2 y PA que forman un heterotrímero con una 
masa molecular total de aproximadamente 250 
kDa (Fig. I3). Experimentos de reconstitución de 
vRNPs y cRNPs activas in vivo a partir de cDNAs 
transfectados que expresan PB1, PB2 y PA, indican 
que las tres subunidades son necesarias tanto para 
la transcripción como para la replicación, ya que la 
omisión de cualquiera de ellas elimina la actividad 
(Perales & Ortin, 1997).
Las interacciones que establecen las tres 
subunidades dentro del complejo polimerasa se ha 
estudiado mediante múltiples aproximaciones de 
carácter bioquímico, genético y estructural (Digard 
et al., 1989; González et al., 1996; Obayashi et al., 
2008; Perez & Donis, 1995; Sugiyama et al., 2009; 
Toyoda et al., 1996; Zurcher et al., 1996) (Fig. I3-A). 
Se ha podido determinar que PB1 funciona como 
subunidad central del complejo y que interacciona 
con PA, a través de su extremo amino terminal, y 
con PB2, mediante su extremo carboxilo terminal. 
También se han descrito interacciones entre las 
subunidades PB2-PA y PB1-PB2 que podrían 
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tener funciones estructurales y/o en la regulación 
de la actividad de la polimerasa viral (Hemerka et 
al., 2009; Poole et al., 2004). Adicionalmente, la 
polimerasa del virus de la gripe interacciona con el 
RNA viral a través de la estructura de panhandle que 
forman los extremos 5’ y 3’ apareados (Hsu et al., 
1987). Esta  interacción con los extremos del RNA 
viral ayuda al mantenimiento de la estructura de la 
RNP.
 La estructura tridimensional del complejo 
de la polimerasa de gripe ha sido determinada 
por microscopía electrónica sobre distintas 
muestras sometidas a tinción negativa, entre las 
que se incluyen polimerasa asociada a RNPs 
recombinantes (Fig. I3-B), polimerasa soluble sin 
RNA, y complejos polimerasa-vRNA generados 
por replicación in vivo (Area et al., 2004; Coloma et 
al., 2009; Resa-Infante et al., 2010; Torreira et al., 
2007). Todos estos estudios muestran un complejo 
de estructura compacta que, no obstante, presenta 
una gran variabilidad conformacional dependiendo 
del contexto que se considera. Esto probablemente 
indique la alta capacidad de flexibilidad del complejo 
cuando interacciona con RNA y con otras proteínas 
virales y, presumiblemente, celulares. En el caso 
de la polimerasa asociada a RNP, la posición 
de dominios específicos de cada una de las tres 
proteínas se ha determinado por la reconstitución 
tridimensional de RNPs acomplejadas a anticuerpos 
monoclonales o con alguna etiqueta (Area et al., 
2004).
Durante la infección, las tres subunidades de 
la polimerasa se acumulan en el núcleo de la célula 
infectada. Cada una de las subunidades contiene 
una señal de localización nuclear (NLS) funcional y, 
por consiguiente, son capaces de ser importadas al 
núcleo de forma independiente (Akkina et al., 1987; 
Jones et al., 1986; Mukaigawa & Nayak, 1991; 
Nath & Nayak, 1990; Nieto et al., 1994; Smith et al., 
1987). No obstante, varios estudios apuntan sobre 
la posibilidad de que la asociación de subunidades 
tenga lugar en el citoplasma previa a la importación 
nuclear. Uno de los modelos sugiere la formación 
del complejo heterodimérico PB1-PA en el 
citoplasma que sería transportado al núcleo a través 
de su asociación con RanBP5 (Deng et al., 2005; 
Neumann et al., 2004). Otro modelo, sin embargo, 
destaca la participación de Hsp90 en el transporte de 
los heterodímeros PB1-PB2 y PB1-PA (Naito et al., 
2007). Recientemente, estudios de espectroscopía 
de fluorescencia han apoyado la hipótesis por 
la cual se formaría el heterodímero PB1-PA en el 
citoplasma, para después ser transportada al núcleo 
independientemente de la subunidad PB2 (Huet et 
al., 2010).
5.1.1 La subunidad PB1
La proteína PB1 es la más conservada 
evolutivamente y realiza la función de 
polimerización, catalizando la adición secuencial de 
nuevos nucleótidos a la cadena de RNA naciente 
(Braam et al., 1983; Ulmanen et al., 1981). Para 
desempeñar esta función, necesita unirse a los 
distintos RNAs virales (Cianci et al., 1995; Hagen 
et al., 1994; Huang et al., 1990; Perales et al., 
Figura I3. La polimerasa del virus de la gripe. (A) Representación esquemática de la polimerasa del virus de la 
gripe en la que se indican las regiones de interacción entre las subunidades mediante líneas punteadas y se muestran 
los dominios funcionales más importantes. También se representan las señales de localización nuclear (NLS) de cada 
subunidad. (B) La estructura tridimensional del complejo de la polimerasa de gripe determinada por microscopía 
electrónica. Las áreas coloreadas indican la localización de dominios específicos de las subunidades: naranja, región 
N-terminal de PB2; morado, región C-terminal de PA; verde, región C-terminal de PB1. Tomado de (Coloma et al., 
2009).
30
2000). En la secuencia de PB1 se distinguen los 
cinco motivos conservados característicos de las 
RNA polimerasas dependientes de RNA (Argos, 
1988; Biswas & Nayak, 1994; Poch et al., 1990). 
Actúa como núcleo del complejo, interaccionando 
de manera independiente con PB2 y PA (Biswas & 
Nayak, 1996; Digard et al., 1989), y se une también 
a NP en el contexto de las RNPs virales (Biswas et 
al., 1998; Medcalf et al., 1999). 
5.1.2 La subunidad PB2
La subunidad PB2 tiene un papel 
fundamental en la transcripción, ya que es la 
responsable del reconocimiento de la estructura cap 
tipo 1 de los pre-mRNAs de la célula huésped, que 
serán posteriormente cortados y utilizados como 
cebadores para la síntesis de los mRNAs virales 
(Blaas et al., 1982; Braam et al., 1983; Shi et al., 
1996; Ulmanen et al., 1981). En 2008, se determinó 
el dominio responsable del reconocimiento y la unión 
de esta estructura, localizándolo entre los residuos 
323 y 483, mediante la obtención de su estructura 
atómica unido a 7metil-GTP y su confirmación 
en posteriores ensayos de mutagénesis dirigida 
(Guilligay et al., 2008). La proteína PB2 también 
participa en la replicación viral, dado que mutantes 
puntuales en esta proteína dan lugar a alteraciones 
en la replicación pero no en la transcripción 
(Gastaminza et al., 2003). 
5.1.3 La subunidad PA
La proteína PA es una fosfoproteína 
necesaria para la formación de una polimerasa 
activa (de la Luna et al., 1993; Perales & Ortín, 
1997; Sanz-Ezquerro et al., 1998). Recientemente, 
se le ha atribuido actividad endonucleasa que, junto 
con su similitud estructural con las nucleasas de 
tipo II, sugiere un papel fundamental en el corte 
endonucleolítico de los pre-mRNAs celulares para 
generar los oligonucleótidos cebadores utilizados 
en la transcripción viral (Dias et al., 2009; Yuan et 
al., 2009). Por el contrario, atendiendo al fenotipo 
de mutantes termosensibles, la subunidad PA 
parece implicada fundamentalmente en el proceso 
de replicación (Mahy, 1983). Se ha demostrado que 
PA tiene actividad proteolítica (Hara et al., 2001; 
Sanz-Ezquerro et al., 1995; Sanz-Ezquerro et al., 
1996), y su capacidad para inducir proteólisis ha 
sido relacionada con la síntesis de cRNA (Huarte et 
al., 2003; Perales et al., 2000) y con la degradación 
de la RNAP II durante la infección (Rodriguez et al., 
2009; Rodriguez et al., 2007).
5.2 La Nucleoproteína o NP
La nucleoproteína (NP) es el cuarto 
componente proteico de las RNPs y desempeña 
un papel esencial en la organización estructural de 
las mismas. Es necesaria para la transcripción y 
replicación del genoma viral, ya que la polimerasa 
no es capaz de utilizar un RNA desnudo como 
molde (Honda et al., 1988). Es una proteína básica 
que oligomeriza y une RNA de cadena sencilla de 
manera cooperativa e independiente de secuencia 
(Baudin et al., 1994; Kingsbury et al., 1987; 
Scholtissek & Becht, 1971; Yamanaka et al., 1990). 
EL CICLO DE INFECCIÓN DEL 
VIRUS DE LA GRIPE
1. Entrada de las Partículas Virales
La infección comienza con la interacción del 
virus con la célula diana (Fig. I4, paso 1). Este hecho 
suele ocurrir en las células epiteliales del tracto 
respiratorio superior e inferior de vertebrados por 
medio del ácido siálico presente en glicoproteínas 
y glicolípidos que constituye el receptor del virus 
(Weis et al., 1988). La espícula hemaglutinina 
HA, en forma de homotrímero, es la proteína viral 
que une el receptor de la célula (Skehel & Wiley, 
2000). El receptor presenta dos configuraciones 
de glicoproteínas distintas dependiendo del tipo de 
enlace que se establece entre el ácido siálico y el 
carbohidrato. Los receptores pueden ser α(2,3) y 
α(2,6), y son muy importantes para la especificidad 
en la unión entre las moléculas HA y la superficie 
celular de distintas especies. Los virus humanos 
reconocen la configuración α(2,6), mientras que los 
virus aviares y equinos reconocen α(2,3). Los de 
cerdo reconocen ambos y por ello pueden funcionar 
como buenos intermediarios en la generación de 
virus potencialmente muy peligrosos. 
El virus entra en la célula por un mecanismo 
de endocitosis mediada por receptor y, tras la 
formación de la vesícula endocítica, esta se fusiona 
con lisosomas dando lugar a endolisosomas. La 
acidez de estas vesículas favorece la entrada de 
protones al interior del virión a través del canal 
iónico formado por la proteína M2 (Helenius, 1992; 
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Pinto et al., 1992) (Fig. I4, paso 2), produciendo la 
liberación de las RNPs en el citoplasma (Skehel et 
al., 1995; Stegmann et al., 1987). Las vRNPs en el 
citoplasma deben de entrar en el núcleo donde la 
transcripción y replicación viral tienen lugar. Todas 
las proteínas constituyentes de las vRNPs tienen 
NLSs (Nuclear Localization Signals) que pueden 
asociarse a la maquinaria de importación nuclear de 
la célula y, por lo tanto, entrar en el núcleo (Boulo et 
al., 2007). Hasta la fecha no se sabe con certeza que 
NLS es la más importante para la entrada nuclear de 
las vRNPs, aunque si se conoce que la importación 
ocurre a través de la vía dependiente de CRM1.  
2. Transcripción y Replicación del RNA Viral
2.1 La transcripción
Para que tenga lugar la iniciación de la 
transcripción o síntesis de mRNA, es necesario 
que la polimerasa esté uniendo ambos extremos 
del vRNA molde. En este proceso se utilizan como 
primers fragmentos de RNA con estructura 5’ cap 
derivados del corte endonucleolítico de los pre-
mRNAs producidos por la RNAP II (Fig. I4, paso 
3). Por este motivo, la transcripción viral requiere de 
una transcripción celular activa, y drogas que inhiben 
la RNAP II, como la α-amanitina o la actinomicina 
D inhiben también la transcripción viral (Rott & 
Scholtissek, 1970). Normalmente la transcripción se 
inicia con la adición de un residuo G al extremo 3’ del 
primer, dirigido por el último residuo C en el molde 
(Plotch et al., 1981). El inicio de la transcripción 
requiere energía en forma de ATP, probablemente 
para que la polimerasa pueda realizar la transición 
entre la iniciación y la elongación de la transcripción 
(Klumpp et al., 1998). La elongación de los transcritos 
de mRNA continúa hasta que la polimerasa alcanza 
una secuencia corta, de entre 5 y 7 residuos de U 
situada a unos 15 nucleótidos del extremo del vRNA. 
La polimerasa copia reiteradamente esta secuencia, 
generándose una cola de poli A (Poon et al., 2000; 
Figura I4. Esquema del ciclo infectivo del virus de la gripe. (A) Representación esquemática de las diferentes etapas del ciclo de 
infección del virus de la gripe. Los mRNAs celulares se representan en azul, los mRNAs virales en verde, las cRNPs tienen puntos 
azules y las vRNPs puntos naranjas.
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Poon et al., 1999).
Recientemente, estudios de trans-
complementación genética, en los que se ha 
intentado rescatar el fenotipo de vRNPs generadas 
con un mutante de PB2 defectivo en transcripción, 
han permitido determinar que la síntesis del mRNA 
viral se realiza en cis por la polimerasa residente 
en la vRNP (Jorba et al., 2009). Este nuevo modelo 
es compatible con la síntesis de un único transcrito 
a partir de cada vRNP, al que la polimerasa podría 
permanecer unida modulando su procesamiento y 
exportación.
2.2 La replicación
 La replicación se inicia con la síntesis de 
moléculas de cRNA, que son copias completas y 
complementarias del vRNA (Fig. I4, paso 4). La 
iniciación de la replicación tiene lugar en ausencia 
de cebador y el producto resultante tiene un 
extremo 5’-trifosfato. Además, la síntesis no se 
detiene en la secuencia de poliuridinas próxima 
al extremo 5’ del vRNA, sino que continua hasta 
el final del molde en un evento denominado anti-
terminación (Hay et al., 1982). A partir de las cRNPs 
generadas, se producen nuevas vRNPs que serán 
encapsidadas en los viriones. Al contrario de lo que 
se ha observado para la transcripción viral, estudios 
de transcomplementación genética han permitido 
determinar que la replicación viral se realiza en trans 
por acción de una polimerasa soluble diferente a la 
residente en la RNP (Jorba et al., 2009).
 La acumulación de mRNA viral y la 
subsecuente producción de proteína viral son 
seguidas por un cambio hacia actividad de 
replicación viral para la generación de nuevo vRNA 
progenie (Barrett et al., 1979; Hay et al., 1977). 
En esta situación el virus debe priorizar su ciclo 
replicativo en contraposición a la síntesis de mRNA 
viral y un número de estudios han identificado 
componentes claves que influyen en el cambio viral 
hacia replicación. Estos componentes incluyen: 
la estabilidad del cRNA, los niveles intracelulares 
de nucleótidos, la fracción soluble de NP y/o la 
polimerasa viral, y la degradación de la RNAP II 
(Jorba et al., 2009; Robb et al., 2009; Shapiro & 
Krug, 1988; Vreede et al., 2010; Vreede et al., 2008; 
Vreede et al., 2004). Adicionalmente, numerosos 
estudios han identificado factores celulares que 
interaccionan con la polimerasa viral y/o las RNPs 
y que podrían estar modulando su actividad 
transcripcional o replicativa (Honda et al., 2007; 
Huarte et al., 2001; Jorba et al., 2008; Kawaguchi & 
Nagata, 2007; Konig et al., 2010; Mayer et al., 2007; 
Momose et al., 2001; Momose et al., 1996; Momose 
et al., 2002; Naito et al., 2007; O’Neill et al., 1995; 
Shapira et al., 2009; Shimizu et al., 1994). 
3. Procesamiento de los mRNAs y Síntesis de 
Proteínas Virales
Los productos de transcripción colineales 
del vRNA de los segmentos 7 y 8 codifican las 
proteínas M1 y NS1 respectivamente. Sin embargo, 
estos transcritos pueden ser procesados (Fig I4, 
paso 5), dando lugar a los mRNAs que codifican las 
proteínas M2 y NEP, respectivamente (Inglis et al., 
1979; Inglis & Brown, 1981; Lamb & Choppin, 1983; 
Lamb et al., 1980; Lamb et al., 1981). Aunque es la 
maquinaria de splicing de la célula huésped la que 
elimina los intrones correspondientes, NS1 regula el 
procesamiento de estos mensajeros (Fortes et al., 
1994; Fortes et al., 1995; Garaigorta & Ortin, 2007; 
Qiu et al., 1995). 
Los mRNAs virales transcritos y procesados 
son transportados al citosol de la célula infectada 
de manera muy rápida y eficaz a través de la 
membrana nuclear (Shapiro et al., 1987). Por el 
momento, se desconoce la vía de exportación de 
los mRNAs virales, aunque se ha propuesto que la 
salida fuera del núcleo es independiente de la vía 
CRM1 (Amorim et al., 2007; Wang et al., 2008).
Ya en el citoplasma, los mRNAs virales 
se traducen más eficazmente que los mensajeros 
celulares (Fig. I4, paso 6) y, además, el virus 
ejerce una regulación negativa sobre estos 
últimos, reduciendo drásticamente su traducibilidad 
(Garfinkel & Katze, 1992; Katze & Krug, 1990; Krug 
et al., 1989; Yanguez & Nieto, 2011). Esta regulación 
negativa en el citoplasma, junto con otros procesos 
principalmente nucleares, contribuye a un efecto 
global de inhibición de síntesis de las proteínas de la 
célula infectada, un fenómeno conocido como shut-
off de proteínas celulares.
4. Morfogénesis: Ensamblaje de vRNPs y 
Liberación de Nuevas Partículas
En la fase tardía del ciclo de infección, entre 
las 5 y 6 horas post-infección, comienza la formación 
de nuevas partículas virales. Las vRNPs que van a 
formar parte de la progenie viral son transportadas 
al citosol a través del poro nuclear (Fig. I4, paso 7). 
En este proceso de transporte activo intervienen la 
proteína M1 (Martin & Helenius, 1991), la proteína 
NEP y la proteína NP de las vRNPs (Elton et al., 
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2001; O’Neill et al., 1998). Una vez en el citoplasma, 
las vRNPs son transportadas por microfilamentos de 
actina hasta regiones de la membrana plasmática 
ricas en colesterol denominadas lipid rafts (Ali et al., 
2000; Avalos et al., 1997), a las que previamente 
se han anclado las proteínas HA, NA y M2 (Nayak 
et al., 2004; Scheiffele et al., 1999; Simpson-Holley 
et al., 2002) (Fig. I4, paso 8). Se ha propuesto 
que la proteína M1 es el principal organizador del 
ensamblaje de los nuevos viriones (Gomez-Puertas 
et al., 2000; Gomez-Puertas et al., 1999), aunque 
también se ha implicado a M2 en este proceso 
(Iwatsuki-Horimoto et al., 2006; McCown & Pekosz, 
2006). El empaquetamiento del genoma viral requiere 
de la incorporación de las 8 vRNPs para generar 
viriones infectivos. Existen numerosas evidencias 
que apoyan un modelo de empaquetamiento dirigido 
de las 8 vRNPs, que se seleccionan y organizan 
siguiendo una distribución constante de 7 vRNPs en 
forma de anillo alrededor de una RNP central en el 
interior de la partícula (Nayak et al., 2009; Noda et 
al., 2006). Esta selección podría estar dirigida por 
secuencias en cis presentes en los extremos 5´ y 3´ 
de todos los segmentos genómicos (Fujii et al., 2005; 
Fujii et al., 2003; Liang et al., 2005; Liang et al., 2008; 
Muramoto et al., 2006; Noton et al., 2007; Ozawa 
et al., 2009; Watanabe et al., 2003). Las partículas 
virales salen de la célula por gemación o budding, 
mecanismo mediante el cual el virus adquiere su 
envuelta lipídica (Fig. I4, paso 9). Recientemente 
se ha descrito la implicación del canal iónico viral M2 
en las últimas etapas del budding viral a través de 
un proceso independiente de las proteínas ESCRT 
celulares (Rossman et al., 2010). Por último, la 
proteína NA procesa los receptores de ácido siálico 
que el virus ha arrastrado de la membrana celular, 
evitando la agregación y facilitando la dispersión 
de las partículas virales (Liu et al., 1995; Palese & 
Schulman, 1974) (Fig. I4, paso 10). 
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CROMATINA CELULAR: 
REGULADOR DE LA 
TRANSCRIPCIÓN CELULAR
 Las células eucariotas empaquetan su 
información genética en forma de cromatina, un 
enorme complejo nucleoproteíco compuesto por el 
material genético primario, el DNA, y por una mezcla 
de proteínas estructurales y reguladoras (Fig. I5-
A). El DNA eucariota se encuentra normalmente 
compactado en forma de fibras de cromatina 
de 30-nm (Langmore & Schutt, 1980). Estudios 
estructurales sugieren que la fibra de 30-nm se 
compone de filas de nucleosomas dispuestos en 
tándem y plegados en una estructura condensada 
de orden mayor. Estas estructuras impiden 
interacciones entre el DNA almacenado y factores 
que interaccionan y reconocen el DNA (Beato & 
Eisfeld, 1997). En esta situación se hace necesaria 
la remodelación de la cromatina a través de un 
mecanismo que es imprescindible para que tengan 
lugar procesos biológicos de vital importancia para 
la célula (Adams & Workman, 1993). 
La influencia que la cromatina tiene en el 
proceso de transcripción celular quedó reflejada 
inicialmente con los descubrimientos que mostraron 
como los nucleosomas impiden la transcripción in 
vitro (Knezetic & Luse, 1986; Lorch et al., 1987), 
y como la delección de histonas o de sus colas 
producía efectos específicos en la expresión 
genética in vivo  (Han & Grunstein, 1988; Kayne et 
al., 1988). Por razones de simplificación, en esta 
comunicación nos centraremos mayormente en la 
importancia que la regulación de la cromatina ejerce 
sobre el proceso de transcripción celular.
Figura I5. Cromosomas, nucleosomas e histonas. (A) Representación esquemática 
mostrando distintos niveles de compactación del DNA genómico dentro de un cromosoma 
metafásico. Adaptado de (Qiu, 2006). (B) En la parte superior se muestra una representación 
gráfica de un nucleosoma con las 8 histonas, cada una con sus extremos o colas amino 
terminales. También se muestra el DNA bicatenario que rodea el octámero de histonas en 
un total de 1.7 vueltas. En la parte inferior se muestra la estructura tridimensional de un 
nucleosoma visto frontalmente siguiendo el eje de empaquetamiento del DNA (de color gris). 
Los colores de las histonas que rodean el DNA bicatenario son: H3: azul; H4: verde; H2A: 
amarillo;  H2B: rojo. Nótese las colas de histonas que se extienden fuera del nucleosoma. 
Tomado de (Luger  et al., 1997).
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1. El Nucleosoma y las Histonas
 La unidad básica de la cromatina es el 
nucleosoma, consistente en 146 pares de bases 
de DNA alrededor de un octámero que contiene 2 
copias de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 
y H4 (Kornberg & Thomas, 1974) (Fig. I5-B). H1, 
también conocida como “histona de unión” (linker 
histone), cierra el DNA en los puntos de entrada y 
salida del nucleosoma y ayuda a conseguir mayores 
grados de condensación. 
Las histonas son proteínas básicas 
altamente conservadas, que estructuralmente 
presentan dos dominios claramente distinguibles 
(Luger et al., 1997). El dominio globular, 
denominado “núcleo” de histona, es la estructura 
sobre la cual se enrolla el DNA, principalmente a 
través de interacciones electrostáticas entre los 
residuos cargados positivamente de las histonas y 
los fosfatos del DNA cargados negativamente. El 
otro dominio es el formado por los últimos 25-40 
aminoácidos del extremo amino terminal, también 
llamado “cola” de histona, que se encuentra muy 
conservado evolutivamente y se extiende hacia 
fuera del núcleo de histona (Fig. I5-B). Estas colas 
de histonas son estructuras altamente flexibles y 
móviles (Schroth et al., 1990), pueden interaccionar 
con DNA y/u otras proteínas y también pueden ser 
modificadas covalentemente por múltiples tipos de 
modificaciones post-traduccionales. 
2. Mecanismos de Regulación de la Cromatina 
Celular Implicados en Transcripción Celular
Desde que la estructura de la cromatina fue 
reconocida como una unidad repetitiva de histonas 
que engloban el DNA genómico, se ha especulado 
sobre la posibilidad de que su función se extienda 
más allá de la compactación y el almacenamiento 
del DNA. Desde entonces, la investigación sobre 
cromatina ha crecido exponencialmente, haciendo 
cada vez más evidente el profundo y ubicuo  efecto 
que la estructura de la cromatina ejerce sobre la 
mayoría de los procesos biológicos dependientes de 
DNA, como transcripción, recombinación, reparación 
de DNA, replicación, etc. Todas estas actividades, 
vitales para el correcto funcionamiento de la célula, 
son posibles gracias a diversos mecanismos que la 
célula ha desarrollado para manipular la estructura 
de la cromatina y regular el acceso al DNA. Entre 
estos mecanismos se incluyen la remodelación de 
cromatina dependiente de ATP y la modificación 
covalente de histonas (Fig. I6), cuyos mecanismos 
Figura I6. Mecanismos de regulación de la cromatina celular. Representación gráfica mostrando 
la interrelación entre dos de los mecanismos de regulación de la cromatina celular: la modificación 
post-traduccional de histonas (parte superior) y la remodelación de cromatina (parte inferior). Las 
proteínas “escritoras” y “borradoras” son las enzimas que  añaden o quitan modificaciones de histonas 
(representadas con un línea y un punto morado en la cola de histona), respectivamente. La proteína 
“lectora” y “efectora” incluida en este gráfico corresponde a una misma proteína representada como 
un remodelador de cromatina dependiente de ATP de la familia CHD. Miembros de ésta familia 
pueden reconocer modificaciones de histonas a través de sus cromodominios (CDs) y movilizar los 
nucleosomas para permitir la accesibilidad o la oclusión del DNA.    
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de acción se detallaran en los siguientes apartados.
2.1 Modificaciones de histonas
Se ha demostrado que las colas de 
histonas son sitios de interacción para diversas 
clases de maquinarias enzimáticas capaces de 
modificar covalentemente las colas de histonas. 
Estas modificaciones incluyen: la metilación en 
residuos de arginina (R); la metilación, acetilación, 
ubiquitinación, ADP-ribosilación, y sumoilación de 
lisinas (K); y la fosforilación de serinas y treoninas 
(Fig. I7). Las modificaciones que se encuentran 
asociadas con transcripción activa, como acetilación 
de la histona 3 y la histona 4 (H3Ac y H4Ac), y di- o 
trimetilación de la lisina 4 en la histona 3 (H3K4me2 
y H3K4me3), son comúnmente anotadas como 
modificaciones de eucromatina (región de la 
cromatina asociada a la transcripción activa de 
genes). Las que se localizan en genes y regiones 
inactivas, como H3K9me y H3K27me, habitualmente 
están considerados como modificaciones de 
heterocromatina (región históricamente relacionada 
con bajos niveles de transcripción). La mayoría de 
estas modificaciones se distribuyen con un patrón de 
localización específico dentro de la región upstream, 
promotor, y extremos 5’ y 3’ de la fase abierta de 
lectura ORF (Open Reading Frame) (Fig I8). Es 
más, la distribución de las modificaciones en el ORF 
puede variar de una manera altamente regulada y 
acorde con los múltiples cambios que ocurren en 
un proceso tan complejo y dinámico como es la 
transcripción (Berger, 2007; Jenuwein & Allis, 2001).
El alto número de proteínas efectoras con 
capacidad de reconocer modificaciones de histona 
y, por lo tanto, de asociarse a cromatina (también 
denominadas proteínas “lectoras” de marcas 
epigenéticas) y promover su remodelación, sugiere 
que la función más importante de las modificaciones 
de histonas no es la alteración directa del 
nucleosoma o de la estructura de cromatina, sino la 
modulación de interacciones proteína-proteína que, 
a su vez, influye en la estructura de la cromatina y 
Figura I7. Modificaciones post-traduccionales de histonas. Representación gráfica mostrando 
las modificaciones de histonas más importantes. Los dominios globulares de las histonas se 
representan en el centro como círculos sólidos con sus colas amino terminales extendiéndose 
fuera del núcleo. Los residuos de amino ácidos en las colas han sido enumeradas atendiendo a 
sus posiciones con respecto al extremo amino terminal. Las modificaciones en los residuos de las 
colas y de los dominios globulares han sido anotados utilizando los siguientes iconos: metilación 
representada con un triangulo verde; acetilación con asterisco rojo; fosforilación con rombo 
negro; ubiquitinación con un pentágono naranja. El código de color utilizado para los diferentes 
amino ácidos se indica en el lado derecho. Las abreviaciones utilizas son de una única letra y 
corresponden a los establecidos como estándar (A: alanina; R: arginina; E: ácido glutámico; Q: 
glutamina; G: glicina; H: histidina; L: leucina; K: lisina; P: prolina; S: serina; T: treonina; V:valina). 
Adaptado de (Jayani et al., 2010).
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la accesibilidad del DNA. En conjunto, se conocen 
más de 35 sitios en las regiones amino y carboxilo 
terminal de las 4 histonas centrales que están sujetos 
a modificación covalente (Fig. I7). ¿Porque existen 
tantas modificaciones?  Nuestro conocimiento cada 
vez mayor sobre las diversas modificaciones de las 
histonas y de la compleja interrelación entre distintas 
modificaciones, ha llevado a sugerir la existencia 
de un “código de histonas” (Jenuwein & Allis, 2001; 
Strahl & Allis, 2000), mediante el cual el patrón de 
modificaciones especifica qué regiones del genoma 
se expresan en un momento particular e impone 
otros aspectos de la biología del genoma, como 
la reparación de sitios dañados y la coordinación 
de la replicación del genoma con el ciclo celular. A 
nivel de transcripción celular, el código más sencillo 
concebible sería uno binario que estableciera una 
relación entre las modificaciones de histonas y 
la activación o represión génica. En el siguiente 
apartado se anotaran ejemplos de modificaciones 
con clara tendencia a ser positivos o negativos 
transcripcionalmente y que apoyarían la existencia 
de éste tipo de código. No obstante, la realidad 
muestra una relación mucho más compleja, ya que 
se han descrito modificaciones que actúan tanto 
en activación como en represión transcripcional o, 
incluso, modificaciones que se han relacionado no 
solo con transcripción, sino también con reparación 
de daño en DNA u otros procesos biológicos. 
2.1.1 Metilación de histonas
La modificación de histonas por metilación es 
más compleja que cualquier otra modificación post-
traduccional, ya que puede ocurrir tanto en residuos 
de lisinas como en residuos de  argininas. Además, 
y al contrario de lo que ocurre con la acetilación y 
fosforilación, que presentan una correlación con 
transcripción activa, las metilaciones pueden ser 
positivas o negativas en términos de expresión 
transcripcional, dependiendo del residuo de histona 
modificado. El residuo de lisina de histonas puede 
ser metilado en el nitrógeno épsilon y puede ocurrir 
en las formas mono-, di-, o trimetiladas, aportando 
mayor complejidad a éste tipo de modificación. 
De los muchos sitios de metilación 
conocidos, 6 han sido bien caracterizados: 5 en 
H3 (K4, K9, K27, K36 y K79) y uno en H4 (K20). 
Mientras que las metilaciones en H3K4, H3K36, y 
H3K79 han sido ligadas a activación transcripcional, 
el resto lo han sido a represión (Fig. I8). Como se 
explicó más arriba, una de las principales funciones 
atribuidas a las modificaciones de histonas es la 
de servir como plataformas de interacción con 
otras proteínas (denominadas “lectoras” de marcas 
epigenéticas) o complejos de proteínas implicados 
en la modificación de la cromatina. Estudios 
recientes han identificado al menos 6 motivos 
proteicos capaces de interaccionar específicamente 
con residuos de lisina metiladas: el Cromodominio, 
el dominio Tudor, el dominio de repetición WD40, el 
dominio PWWP, el dominio MBT y los PHD fingers 
(revisión en (Yap & Zhou, 2010)).
2.1.1.1 Metilación de lisinas de histona y 
activación transcripcional
Los principales residuos de lisina metilados 
Figura I8. Distribución a nivel 
genómico de modificaciones de 
histonas relevantes en el proceso de 
transcripción celular. Representación 
gráfica de la distribución, en relación a 
un gen arbitrario con promotor y ORF, de 
histonas y varias de las modificaciones 
más importantes a nivel transcripcional. 
Modificaciones con curvas indican 
un patrón de distribución que ha sido 
determinado a través de ensayos 
de amplio espectro (genome-wide). 
Modificaciones con cuadrados indican 
una distribución obtenida a partir de datos 
procedentes de un número reducido de 
ensayos experimentales. Adaptado de (Li 
et al., 2007).
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que han sido asociados positivamente con actividad 
génica incluyen K4, K36 y K79 de la histona 3. 
La metilación en estos 3 residuos parece estar 
directamente acoplado al proceso de transcripción. 
En el caso de la metilación en H3K4 y H3K36, las 
enzimas responsables de ambas modificaciones 
se asocian con la RNAP II durante el proceso de 
elongación, resultando en la metilación de las 
histonas en las regiones codificantes. 
El uso de anticuerpos específicos en 
inmunoprecipitaciones de cromatina acoplados a 
la tecnología de microarray génico o secuenciación 
masiva (ChIP on CHIP y ChIP-seq, respectivamente) 
han revolucionado nuestra capacidad de monitorizar 
la incidencia global no solo de las modificaciones de 
histonas, sino también de las proteínas “lectoras” 
que se asocian a dichas modificaciones (Schones 
& Zhao, 2008). En años recientes se han efectuado 
numerosos análisis de estas características y 
los resultados han mostrado claramente que la 
distribución de las modificaciones no es uniforme 
(Barski et al., 2007; Bernstein et al., 2005; Liu 
et al., 2005; Pokholok et al., 2005) (Fig. I8). En 
el caso concreto de la metilación de H3K4, se 
ha observado una correlación general entre los 
distintos estados de metilación, su localización 
genómica, y el nivel de expresión génica. La visión 
general actual establece que se dan niveles muy 
altos de H3K4 trimetilado alrededor del sitio de 
inicio de la transcripción en prácticamente todos los 
genes activos, y que existe una fuerte correlación 
positiva entre esta modificación, la frecuencia de 
transcripción y la ocupación de la RNA polimerasa II 
activa. La distribución del resto de formas metiladas 
del residuo H3K4 muestra un patrón distintivo en 
el que el enriquecimiento de la forma dimetilada 
es mayor hacia la mitad de la pauta de lectura 
abierta (ORF) de un gen activo, y el de la forma 
monometilada ocurre hacia el extremo 3’ del ORF. 
Se cree que la específica y detallada distribución de 
las distintas formas metiladas de H3K4 a lo largo de 
un gen activo (formando un gradiente de metilación), 
es consecuencia de un reclutamiento ordenado del 
complejo responsable de la metilación (Set1 en 
levaduras y el homólogo SET1/MLL/ALL1/HRX en 
humanos) a través de su asociación con la RNAP 
II de elongación. La acumulación de H3K4me3 en 
el extremo 5’ del ORF podría servir como una señal 
crítica para definir el inicio de la transcripción y la 
frecuencia con la que RNAP II atraviesa esa zona. 
Sin embargo, todavía se desconoce cuál 
es la función específica de la metilación H3K4. 
Estudios recientes parecen indicar que parte de 
su función vendría dada por su capacidad de 
interaccionar y reclutar complejos remodeladores de 
cromatina. Por ejemplo, los factores remodeladores 
de cromatina NURF y los complejos de modificación 
de histonas (hTip60, mSIN3/HDAC, yNuA3, etc.) 
contienen dominios PHD finger que pueden 
reconocer específicamente H3K4 metilada y, 
por lo tanto, reclutar sus respectivos complejos 
para activar o reprimir la transcripción (Zhang, 
2006). También se sabe que el factor Chd1, 
factor remodelador de cromatina relacionado con 
elongación transcripcional, reconoce H3K4 metilado 
(Flanagan et al., 2005; Pray-Grant et al., 2005; Sims 
et al., 2007). Futuros estudios dirigidos a conocer 
la influenza de estos complejos asociados a H3K4 
en la elongación transcripcional, proporcionarán 
información para esclarecer la función de de la 
marca H3K4 metilada.
2.1.1.2 Metilación de lisinas de histona y 
represión transcripcional
Los mecanismos de silenciamiento génico 
basados en cromatina dan como resultado la 
formación de estructuras especializadas de orden 
superior que aseguran un patrón de expresión 
restringido en el tiempo y en el espacio. Una 
de estas estructuras es la heterocromatina que 
permanece altamente condensada durante el ciclo 
celular y se encuentra normalmente asociada a 
centrómeros y telómeros, dominios de cromatina 
que contienen un alto porcentaje de DNA repetitivo. 
Una importante función de esta estructura es la 
de reprimir la recombinación aberrante entre las 
repeticiones de DNA y, de esta forma, preservar 
la estabilidad genómica (Peng & Karpen, 2008). 
Molecularmente, una de las características de la 
heterocromatina es la acumulación de altos niveles 
de varias formas metiladas (en los residuos H3K9, 
H3K27, y H4K20). El reclutamiento de PRC2 
(complejo de represión  polycomb 2) a H3K27me 
está implicado en el mantenimiento del cromosoma 
X en estado inactivado (Plath et al., 2003), 
mientras que el reclutamiento de HP1 (proteína de 
heterocromatin 1) a H3K9me juega una importante 
función en el mantenimiento de la heterocromatina 
pericentromérica (Kwon & Workman, 2008). 
La metilación en H3K9 es la modificación 
de histona más estudiada hasta el momento, 
principalmente debido a que la enzima responsable, 
SUV39H1, fue la primera metil-transferasa de 
residuos de lisina identificada (Rea et al., 2000). El 
mecanismo por el cual la metilación de H3K9 regula 
la formación de heterocromatina pericentromérica 
se ha determinado a través de estudios realizados 
en levaduras de fisión y en humanos donde las 
estructuras de heterocromatina se encuentran 
razonablemente conservadas (revisado en (Grewal 
& Jia, 2007)). Para el establecimiento de la 
heterocromatina se ha determinado el requerimiento 
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del efecto cooperativo de dos proteínas: SUV39H 
(homólogo del fator Clr4 de levadura) y el factor 
de unión a H3K9me3, HP1 (homólogo de Swi6 de 
levadura). Un posible modelo de cómo actuarían 
estas proteínas establece que la metilación de H3K9 
mediada por SUV39H crea una plataforma de unión 
para HP1 a través de su cromodominio. Una vez que 
HP1 se une, puede expandirse por nucleosomas 
adyacentes por medio de su asociación con 
SUV39H, que metila más histonas vecinas. 
La habilidad de la heterocromatina para 
propagarse lejos de su sitio original de nucleación 
y la identificación en estas regiones de numerosas 
proteínas efectoras implicadas en diferentes 
procesos relacionados con la cromatina, han llevado 
a proponer la hipótesis de que la heterocromatina 
pudiera funcionar como una versátil plataforma de 
reclutamiento de diversos factores implicados en 
muchos procesos celulares (Grewal & Jia, 2007; 
Cam et al., 2009). Esta hipótesis desafiaría la antigua 
percepción sobre ésta estructura que establece 
la heterocromatina como la forma definitiva de 
represión en la célula.
La metilación en H3K9 también funciona 
en la represión transcripcional de genes activos en 
la eucromatina. Ensayos por ChIP han detectado 
la acumulación de este marcador en el promotor 
de genes de mamífero silenciados. La represión 
resultante, al contrario de lo que pasa con el 
silenciamiento en heterocromatina, se consigue 
gracias a la ocupación restringida de HP1 a tan 
solo uno o varios nucleosomas alrededor del sitio 
de iniciación, a pesar de que H3K9 metilada ocurre 
en otras partes del promotor. Esta restricción de 
HP1 limitada a las regiones promotoras de genes 
de eucromatina,  y  la  limitación  en  el  proceso 
de  expansión, sugieren un mecanismo de acción 
distinto para HP1 en relación al que ocurre en 
heterocromatina.
2.1.2 Demetilación de residuos de lisina
Hasta hace relativamente poco tiempo no 
estaba claro si la demetilación de lisinas en histonas 
tenía lugar en la célula. La búsqueda de enzimas 
con esas características no ha sido productiva hasta 
recientemente, y existen evidencias que muestran 
una gran estabilidad en grupos metilo en regiones de 
heterocromatina. El descubrimiento de la proteína 
LSD1 cambió toda esa percepción (Shi et al., 2004). 
LSD1 es una enzima “borradora” que retira grupos 
metilo específicamente del residuo H3K4, y está 
implicada en represión. Desde el descubrimiento 
de LSD1 se han identificado un gran número de 
demetilasas de histonas que parecen jugar papeles 
importantes en la expresión génica. Las enzimas 
demetilasas de lisinas pueden clasificarse en dos 
grandes grupos: La clase LSD1/BHC110 (que 
retira grupos metilo de H3K4me1 y me2) y la clase 
Jumonji (que retira grupos metilo de H3K4me2 y 
me3, H3K9me2 y me3, y H3K36me2 y me3) (Klose 
et al., 2006; Shi et al., 2004).
2.2 Remodeladores de cromatina dependientes 
de ATP   
Los  complejos remodeladores de cromatina 
son complejos multiproteicos que utilizan ATP para 
deshacer contactos entre el nucleosoma y el DNA, 
desplazar nucleosomas a lo largo del DNA y retirar 
o cambiar nucleosomas. De esta forma hacen 
disponible el DNA y/o la cromatina a proteínas 
que necesitan acceder directamente a DNA o 
a histonas durante diversos procesos celulares 
(Becker & Hörz, 2002) (Fig. I6). La función esencial 
de éstas enzimas queda reflejada en el hecho de 
que muchas de ellas son requeridas para diversos 
aspectos del desarrollo embrionario incluyendo 
pluripotencia, desarrollo cardiaco, morfogénesis 
dendrítica y auto-renovación de células madre 
neuronales. En adultos, la delección o mutación 
de éstas proteínas frecuentemente va asociado a 
apoptosis o tumorigenesis como consecuencia de la 
desregulación en el control del ciclo celular.  
Los primeros complejos remodeladores de 
cromatina fueron identificados en estudios genéticos 
en levadura como mutaciones que alteraban la 
transcripción de genes que son inducidos en 
respuesta a señales extracelulares (Winston & 
Carlson, 1992). Posteriormente, estas cepas 
mutantes fueron llamadas Swi/Snf ya que afectaban 
la expresión de los genes HO y SUC2, que son 
importantes en el cambio de tipo de apareamiento 
y la fermentación de sacarosa (SWItching defective 
y Sucrose NonFermenting), respectivamente. Las 
mutaciones swi2 y snf2 podían ser suprimidas 
por mutaciones en las histonas H2A y H2B, y los 
mutantes mostraron una sensibilidad a nucleasa 
alterada en el gen suc2. Varios estudios han 
indicado como las proteínas SWI/SNF son capaces 
de activar la transcripción mediante la liberación de 
los efectos represivos de la cromatina (Laurent et 
al., 1991; Peterson & Herskowitz, 1992). 
Estudios de homología de secuencia han 
permitido clasificar las proteínas remodeladoras de 
cromatina en cuatro familias: la familia SWI/SNF, 
INO80/SWR1, ISWI y CHD. Estas enzimas muestran 
afinidad por el nucleosoma y  actividad ATPasa 
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dependiente de nucleosoma y DNA in vitro.  La 
mayoría de los remodeladores de cromatina forman 
complejos grandes con múltiples subunidades. Las 
proteínas acompañantes en este complejo presentan 
comunmente dominios de interacción que pueden 
regular directamente la actividad enzimática del 
complejo, facilitar la unión a factores de transcripción 
y a otras enzimas remodeladoras de cromatina, y 
dirigir el complejo a DNA y/o a histonas modificadas. 
Es probable que sean estas subunidades 
adicionales las que establezcan especificidad 
funcional entre ATPasas con alto grado de similitud. 
 
2.2.1 Familia CHD de remodeladores de 
cromatina dependientes de ATP
 Las ATPasas de la familia CHD 
(Chromodomain-Helicase/ATPase DNA-binding) se 
caracterizan por tener un tándem de cromodominios 
en el extremo amino terminal, además del dominio 
ATPasa conservado ya mencionado. Se conocen 
9 miembros dentro de esta familia que han sido 
divididos en 3 subfamilias basándose en la similitud 
de los dominios estructurales que presentan (Tabla 
I1). Los miembros CHD1 y CHD2 se distinguen 
por presentar un domino de unión a DNA en el 
extremo carboxilo, CHD3- CHD5 tienen PHD fingers 
emparejados en el extremo amino terminal, y CHD6-
9 tienen otros dominios funcionales en su extremo 
carboxilo-terminal. En la Tabla I1 se anotan diversas 
características estructurales y funcionales de cada 
uno de los 9 miembros de la familia CHD. En ésta 
tesis solo se detallaran datos concretos de los 
miembros de la subfamilia III.
 2.2.1.1 Subfamilia III: CHD6-CHD9 y KIS-L
 La tercera subfamilia contiene las 
proteínas CHD6-9. Son proteínas de reciente 
caracterización y presentan varios dominios 
adicionales además de los cromodominios y el 
dominio ATPasa comunes (Tabla I1). Existe un 
homólogo en Drosophila, Kismet-L (KIS-L), que 
pertenece al grupo trithorax. KIS-L se ha visto 
asociado con cromatina transcripcionalmente activa, 
facilita la elongación mediada por la RNA polimerasa 
II, impide la acumulación de metilación en H3K27 y, 
por consiguiente, antagoniza la represión mediada 
por proteínas Polycomb (Srinivasan et al., 2005; 
Srinivasan et al., 2008). 
 Las proteínas CHD7, CHD8, CHD9 y 
KIS-L comparten en el extremo carboxilo terminal 
una pareja de dominios BRK (Brahma y Kismet; 
también llamado TCH), cuya función por el 
momento es desconocida (Allen et al., 2007; Doerks 
et al., 2002). Mutaciones en CHD7 están asociadas 
en humanos a más del 60 % de los casos del 
síndrome de CHARGE, patología caracterizada por 
la manifestación de múltiples anomalías congénitas 
(Vissers et al., 2004). 
 CHD8 está implicada en la modulación de 
varias vías de señalización: inhibe apoptosis mediada 
por p53 durante la embriogénesis temprana a través 
del reclutamiento de la histona H1 (Nishiyama et 
al., 2009), modula negativamente la expresión de 
genes activados por β-catenina (Thompson et al., 
2008), y está implicada en la proliferación inducida 
por estrógeno a través de la modulación positiva del 
gen de la ciclina E2 (Caldon et al., 2009; Rodriguez-
Paredes et al., 2009). A nivel transcripcional, CHD8 
funciona como modulador negativo y positivo de 
la transcripción, y la interacción descrita con la 
RNAP II de elongación podría ser importante para 
su mecanismo de acción (Rodriguez-Paredes et al., 
2009). 
 CHD9 parece jugar un papel importante 
en la regulación de la transcripción durante la 
diferenciación de células osteogénicas (Marom et 
al., 2006; Shur & Benayahu, 2005). Además, se ha 
identificado como coactivador transcripcional en 
respuesta a proliferadores de peroxisoma que forma 
parte de un complejo multiproteico junto al receptor 
nuclear PPARalpha (Peroxisome Proliferator.
Activated Receptor alpha) (Surapureddi et al., 2006) 
 CHD6, proteína objeto de esta Tesis, 
contiene en su extremo carboxilo terminal, al 
igual que CHD7, un dominio SANT (Swi3, Ada2, 
N-CorR, TRIIIB) (Tabla I1) comúnmente presente 
en proteínas reguladoras transcripcionales donde 
parece funcionar como modulo de interacción a 
colas de histonas (Aasland et al., 1996; Boyer et 
al., 2002; Boyer et al., 2004). Funcionalmente, en 
nuestro laboratorio hemos observado que CHD6 
forma un complejo de alto peso molecular (entre 
2 y 3 MDa) y está presente exclusivamente en el 
núcleo celular, donde colocaliza con las formas 
hipo- e hiperfosforiladas de la RNA polimerasa II 
(Lutz et al., 2006). Además, observamos que CHD6 
es una enzima funcional al demostrar que exhibe 
actividad ATPasa dependiente de DNA. También 
hemos demostrado que ratones sin el exón 12 de 
CHD6 (que codifica el motivo I del dominio ATPasa) 
presentan un fenotipo atáxico (Lathrop et al., 2010). 
Por otra parte, se ha descrito la interacción de CHD6 
con el dominio Neh3 de NRF2, factor de transcripción 
crítico en el mantenimiento de la homeostasis 
oxidativa celular (Nioi et al., 2005). También se ha 
podido observar que CHD6 se induce en células 
linfoblastoides humanas sometidas a radiación 
gamma de baja dosis y, por lo tanto, podría estar 
implicado en proliferación celular y radiosensibilidad 
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(Wang et al., 2006).  
2.2.1.2 Caracterización de la familia CHD como 
“lectores” de residuos de lisina metilados
 Para la regulación transcripcional 
epigenética es vital el reconocimiento de la cromatina, 
en sus estados activo e inactivo, por parte de proteínas 
que directa o indirectamente inducen cambios en la 
transcripción (ver Fig. I6). En los últimos años se 
han identificado varios dominios evolutivamente 
conservados capaces de interaccionar con 
modificaciones de histona específicas  asociadas 
con un determinado estado transcripcional. Uno 
de estos motivos es el cromodominio (CD) (Paro 
& Hogness, 1991), módulo que reconoce histonas 
metiladas en residuos de lisina. El CD pertenece a 
la super-familia Royal que incluye otros dominios de 
estructura relacionada como son Tudor, chromo-, 
PWWP y Agenet (Maurer-Stroh et al., 2003). Todos 
descienden de una estructura ancestral común 
con habilidad, conservada evolutivamente, para 
reconocer ligandos metilados.
 La familia CHD de cromodominios son 
únicas en la super-familia Royal al presentar 2 
cromodominios situados en tándem. El análisis 
filogenético de las distintas secuencias de CDs en 
la familia CHD permite la división en subfamilias que 
coinciden con las subfamilias CHD mencionadas 
anteriormente (Yap & Zhou, 2011). En la subfamilia 
I, CHD1 se encuentra estructuralmente mejor 
caracterizado que los otros 8 miembros CHD. Se ha 
descrito la interacción de su tándem de CDs  con un 
único motivo H3K4me (Flanagan et al., 2005), marca 
epigenética implicada en activación transcripcional. 
Estos estudios determinaron que la pareja de 
cromodominios podría trabajar cooperativamente 
para el reconocimiento de histonas metiladas 
(Flanagan et al., 2007; Flanagan et al., 2005). La 
segunda subfamilia de cromodominios CHD son 
los que están presentes en CHD3, 4 y 5. Los CDs 
de los homólogos de CHD3 y CHD4 en Drosophila 
(también llamados Mi-2α y Mi-2β, respectivamente), 
parecen tener una mayor afinidad por DNA y no 
necesitan unión a colas de histona para asociarse a 
cromatina (Bouazoune et al., 2002). Ninguna pareja 
de cromodominios de estas proteínas parece tener 
los residuos que se cree son importantes en la unión 
a lisina metilada (Sims et al., 2005). No obstante, 
ensayos de pull-down con colas sintéticas de histona 
han determinado su asociación preferente a colas 
de histona 3 no modificadas (Nishioka et al., 2002; 
Zegerman et al., 2002). Los CDs de la subfamilia III 
(CHD6-9) unen H3K4me como ha sido observado 
a través de ensayos de pull-down in vitro utilizando 
colas sintéticas de histona modificadas e incubadas 
con CHD7 purificada (Schnetz et al., 2009; Takada 
et al., 2007), y con los cromodominios purificados 
de CHD8 (Rodriguez-Paredes et al., 2009). No 
obstante, también se ha visto asociación de CHD7 
con H3K9me3 (Takada et al., 2007), lo que sugiere 
que los miembros de la subfamilia CHD6-9 podrían 
ser capaces de unir tanto marcas de activación 
como de represión transcripcional.
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LOS VIRUS MANIPULAN LA 
CROMATINA CELULAR
 Como parásitos intracelulares obligatorios, 
los virus han desarrollado numerosas vías para 
secuestrar procesos celulares y utilizarlos en su 
propio beneficio.  La función de la cromatina en 
la biología del virus depende en gran medida del 
ciclo infectivo del virus. No obstante, para aquellos 
virus que desarrollan funciones dentro del núcleo 
celular, la interacción con cromatina es inevitable. 
En algunos casos, la cromatina celular inhibe la 
expresión génica y la replicación del virus, ya que 
impide la accesibilidad al DNA. Las complejas 
propiedades dinámicas de la cromatina nuclear 
suponen un serio impedimento a la expresión 
génica viral y a la propagación del genoma. En otros 
casos, la cromatina celular proporcionan al genoma 
viral una estructura y una organización necesarios 
para el correcto desarrollo del ciclo viral. En 
cualquier caso, los virus han adquirido numerosos 
mecanismos con objeto de manipular la cromatina 
celular para su propio beneficio (ver revisiones en 
(Ferrari et al., 2009; Lieberman, 2006; Lieberman, 
2008; Minarovits, 2009; Mok & Lever, 2007)). En 
esta sección se indicaran varios ejemplos de estos 
mecanismos que son utilizados por virus de diferente 
naturaleza (Tabla I.2).
1 Virus DNA
 Los virus DNA de doble cadena que replican 
en el núcleo eucariota utilizan normalmente la RNA 
polimerasa II celular para llevar a cabo la expresión 
génica viral. Debido a esta necesidad, estos virus 
deben de considerar el impacto que supone la 
cromatina en la replicación y transcripción activa. Los 
genomas de muchos virus DNA persisten en estado 
de latencia dentro del núcleo de la célula infectada y 
durante largos periodos de tiempo. En este estado, 
los genomas virales se asocian con histonas y pasan 
inadvertidos en la célula infectada, en contraste 
con lo que ocurre en infecciones líticas donde los 
genomas virales permanecen predominantemente 
libres de histonas. Esto parece sugerir la implicación 
de la cromatina, y su regulación, en el cambio entre 
los estadios lítico y latente.
1.1 Herpesvirus
Un importante esfuerzo de investigación 
en la actualidad está centrado en conocer de 
qué forma se establece un estado de cromatina 
abierta en el genoma de HSV-1 (Virus Herpes 
Simplex-1) y como se contrarresta la maquinaria 
de silenciamiento celular que tiende a formar 
cromatina sobre el DNA viral (ver revisión en 
(Knipe & Cliffe, 2008)). La proteína viral implicada 
en la formación de una estructura permisiva para 
la transcripción es VP16 (Virion Protein 16) que 
funciona como un potente activador transcripcional 
de los genes inmediatamente tempranos (IE). 
Varios estudios han determinado que VP16 recluta 
una gran cantidad de proteínas celulares que se 
requieren para la modificación y remodelación de 
nucleosomas en el genoma parental viral durante 
las etapas tempranas de la infección lítica (Herrera 
& Triezenberg, 2004). Entre las proteínas reclutadas 
en la zona promotora de los genes IE, se incluyen: 
las acetiltransferasas de histonas CBP y p300, los 
factores remodeladores de cromatina BRM, BRG1 
y SNF2H, los factores generales de transcripción 
TFIID y la RNA polimerasa II (Bryant et al., 2011; 
Herrera & Triezenberg, 2004). Otro importante 
coactivador transcripcional celular utilizado por 
VP16 es HCF-1. Esta proteína es reclutada, en 
forma de complejo histona metil transferasa HCF-1-
Set/MLL1, por VP16 en los promotores de genes IE, 
resultando en la trimetilación de H3K4 y la iniciación 
de la transcripción. La eliminación de HCF-1 lleva a 
la acumulación de H3K9me de represión, por lo que 
se sugiere que HCF-1 presenta una función central 
en la modulación de cromatina y en la expresión 
génica viral. En un estudio reciente (Liang et al., 
2009), se ha destacado la importancia en el proceso 
de activación viral de la proteína celular LSD1, 
demetilasa de H3K9me que se asocia a HCF-1 
en los promotores de genes IE. LSD1, junto a las 
H3K4 metil transferasas Set1 y MLL1, contrarresta 
la rápida acumulación de la marca de represión 
H3K9me en el genoma de HSV y favorece el 
enriquecimiento de la marca de activación H3K4me. 
Estos resultados sugieren también la posibilidad de 
controlar farmaceuticamente enzimas modificadoras 
de histona como estrategia para el control de las 
infecciones por herpesvirus.   
1.2 Papilomavirus
Las infecciones por los virus del papiloma 
humanos (HPV) representan el factor de riesgo 
principal en el cáncer cervical. Las proteínas 
fundamentales en la capacidad oncolítica de HPV 
son E2, E6 y E7 que se expresan en las primeras 
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etapas del ciclo viral. La proteína E2 es una proteína 
reguladora esencial y su unión a la región reguladora 
del promotor temprano del genoma viral (LCR), 
controla la activación y represión transcripcional de 
los genes que codifican las proteínas E6 y E7. En 
la represión de estas importantes oncoproteínas 
virales también participa la proteína E8^E2C 
(derivada de la fusión del dominio E8 con el extremo 
C-terminal de E2) y su interacción con proteínas 
relacionadas con cromatina, como el remodelador 
de cromatina CHD6 y TRIM28 (Fertey et al., 2010). 
Diversos estudios han indicado que la interacción 
entre la proteína celular Brd4 y E2 permite la unión 
de los episomas virales a los cromosomas mitóticos 
celulares en múltiples tipos de papilomavirus. Brd4, y 
su capacidad de unir cromatina acetilada a través de 
sus bromodominios, funciona como un reclutador de 
cromatina clave en los múltiples procesos llevados 
a cabo por E2 en el ciclo viral de HPV (Ilves et al., 
2006; McBride et al., 2004; Schweiger et al., 2006). 
Existen estudios que muestran como 
las proteínas E2, E7 y E8 virales bloquean las 
acetiltransferasas p300/CBP y P/CAF (Bernat et al., 
2003; Patel et al., 1999; Peng et al., 2000), lo que 
sugiere una amplia manipulación de la capacidad 
transcripcional de la cromatina celular durante la 
infección por HPV. Otro mecanismo por el cual la 
proteína E7 de HPV contribuye a la manipulación 
epigenética global de la célula infectada consiste 
en la sobre-expresión de las demetilasas celulares 
KDM6A y KDM6B específicas del residuo H3K27 
(McLaughlin-Drubin et al., 2011). Esto provoca la 
disminución del marcador H3K27 trimetilado, la 
desrepresión de genes regulados por complejos 
polycomb (entre ellos los genes HOX), y la 
reprogramación de la célula huésped (McLaughlin-
Drubin et al., 2011). Además de la manipulación de 
enzimas modificadoras de cromatina, también se ha 
descrito la asociación de E7 con el remodelador de 
cromatina CHD4 (Brehm et al., 1999), y como una 
mutación puntual en E7 impide la asociación entre 
ambos y anula su capacidad de transformación 
celular. 
1.3 Adenovirus
A pesar de que los adenovirus suelen 
desarrollar principalmente un ciclo viral lítico, las 
infecciones por estos virus representan el más claro 
ejemplo descrito hasta el momento de manipulación 
global de la maquinaria epigenética celular para 
forzar la transformación oncogénica. Por una parte, 
la proteína viral e1a  tiene la habilidad de forzar 
la entrada en fase S de fibroblastos humanos. 
Diversos estudios han descrito como e1a recluta 
p300/CBP y P/CAF para inducir la acetilación y 
activación de los promotores de genes implicados 
en crecimiento celular, división y síntesis de DNA 
(Ferrari et al., 2008). En estos estudios se realizaron 
ensayos ChIP-Chip con e1a viral a distintos tiempos 
post-infección y se observó una unión dinámica, 
transitoria y temporalmente ordenada de la proteína 
e1a a la región promotora del  ̴ 70% de los genes 
de fibroblastos humanos inducidos a entrar en fase 
S. A tiempos tempranos de infección, e1a se une 
no solo a la región promotora de genes implicados 
en la regulación del ciclo celular, sino también a 
genes implicados en la defensa contra patógenos 
(Ferrari et al., 2008). Se comprobó que la unión a 
genes celulares de e1a, que por sí sola no une DNA, 
dependía de su interacción con p300/CBP y proteínas 
RB. Dependiendo del tipo de asociación que 
establece e1a en las regiones promotoras, los genes 
son reprimidos o activados transcripcionalmente. 
Estos resultados describen a la proteína e1a, de 
tan solo 243 aas, no solo como una oncoproteína 
que induce una cascada de eventos dirigidos a la 
inducción de la transformación celular, sino como 
una proteína capaz de unir y regular prácticamente 
todas las regiones promotoras celulares con el fin 
de manipular el programa de expresión de la célula 
huésped para su propio beneficio.
La desregulación por parte de la proteína 
viral e1a del factor de transcripción E2F necesario 
para la expresión de los genes que inducen 
transformación celular, termina activando a p53, 
proteína celular crucial para la defensa contra cáncer 
y replicación viral. Recientemente, se ha identificado 
a la proteína E4-ORF3 de adenovirus como represor 
de p53 (Soria et al., 2010). Esta proteína silencia de 
forma selectiva la activación de los genes diana de 
p53 mediante la metilación del residuo H3K9 en la 
región promotora de estos genes. E4-ORF3 logra la 
heterocromatización de estos genes a través de las 
enzimas celulares SUV39H1 y SUV39H2, metilasas 
de H3K9.    
2. Virus RNA
2.1 VIH y otros virus RNA que se integran en el 
genoma
Los virus que se integran en el genoma 
celular han desarrollado diversos mecanismos para 
la alteración de la cromatina celular durante los pasos 
de integración y reactivación. A pesar de que se 
sabe que la reacción de integración esta catalizada 
por la proteína viral integrasa (IN), la manera por la 
cual los retrovirus se unen e integran en regiones 
concretas de la cromatina tan solo se ha empezando 
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Tabla I2. Ejemplos de proteínas virales y sus dianas celulares asociadas con la cromatina de la 
célula huesped. Abreviaturas: HAT: acetiltransferasa específica de histonas; KMT: metiltransferasa de 
residuos de lisina;  DNMT1: DNA metiltransferasa 1; KDM6: demetilasa de residuos de lisina 6; TIP-60: 
proteína de interacción a TATA 60. Adaptado de (Lieberman, 2006).
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a esclarecer recientemente. Se cree que es el 
efecto que establece la estructura de la cromatina 
en el proceso de integración, el responsable de la 
diferente capacidad de selección de las integrasas 
retrovirales. Análisis recientes para la identificación 
de sitios de integración del DNA retroviral utilizando 
métodos de pirosecuenciación masiva (Bushman 
et al., 2005; Bushman et al., 2008), han mostrado 
como el proceso de integración se encuentra 
principalmente favorecido hacia regiones cercanas a 
modificaciones de histona asociadas a transcripción 
activa (marcadas por H3K4me y H3/H4 acetiladas) 
frente a regiones con modificaciones correlacionadas 
con inhibición transcripcional (enriquecidas con 
H3K27me y metilación en islas CpG). Estos estudios 
destacan la integración selectiva dirigida por IN 
de VIH-1, y sugieren una conexión entre IN y la 
maquinaria de la cromatina celular. De acuerdo con 
esta conexión, se han identificado varios cofactores 
asociados a cromatina como importantes en el 
proceso de la integración mediada por IN. Entre 
ellos cabe destacar INI1 (también llamada hSNF5), 
componente del complejo remodelador de cromatina 
hSWI/SNF que interacciona directamente con IN de 
VIH-1 y estimula la integración viral (Kalpana et al., 
1994; Lesbats et al., 2011).
Una vez integrado en el genoma de la célula 
huesped, el proceso de represión y reactivación 
de VIH depende también de la modulación de 
la cromatina celular. De acuerdo con ello, se 
han identificado los factores Chd1, Spt6 y FACT, 
implicados en la facilitación del inicio de la elongación 
transcripcional de la célula, como represores de 
la transcripción desde genomas de VIH-1 latentes 
(Gallastegui et al., 2011; Vanti et al., 2009). En el 
proceso de reactivación se sabe que los activadores 
transcripcionales TAX y TAT de los virus HTLV-I y 
VIH, respectivamente, interaccionan con numerosos 
factores remodeladores de cromatina y enzimas 
modificadoras de histona (Easley et al., 2010). 
Estos resultados parecen reflejar la importancia de 
la manipulación de la cromatina durante el proceso 
de reactivación viral.  
2.2 El virus de la gripe
 A pesar de que los virus RNA no se 
empaquetan en nucleosomas, existen evidencias de 
virus que replican en el núcleo, interaccionan con la 
matriz nuclear y, por lo tanto, deben de relacionarse 
con la cromatina celular. Además, varios virus RNA 
de hebra negativa también dependen de numerosa 
maquinaria nuclear estrechamente regulada por 
la cromatina celular. Todo esto sugiere que los 
virus RNA, al igual que los virus DNA, deben de 
considerar el contexto de la cromatina para poder 
completar sus ciclos virales. 
 El virus de la gripe es el único virus dentro 
de ésta categoría del cual se ha descrito, con cierto 
detalle, una asociación funcional y estructural con 
la cromatina celular. Estudios de fraccionamiento 
bioquímico y ensayos in situ de marcaje por pulso 
de RNA indican que una parte importante de las 
RNPs está íntimamente unida a la matriz nuclear 
o a componentes de la cromatina (Bui et al., 2000; 
Bukrinskaya et al., 1979; Jackson et al., 1982; Lopez-
Turiso et al., 1990). Más recientemente, en ensayos 
in vitro, se han obtenido resultados que muestran 
como la transcripción y la replicación viral ocurren 
en fracciones insensibles a DNasa, incluyendo 
cromatina y/o la matriz celular  (Takizawa et al., 
2006). Además, experimentos de fluorescencia in 
vivo muestran una reducción importante en la 
movilidad de las RNPs comparado al esperado por 
difusión libre (Huet et al., 2010; Loucaides et al., 
2009; Wang et al., 2008). Estos estudios sugieren 
la unión de RNPs virales a fracciones insolubles 
del núcleo celular, y la posible implicación de la 
cromatina celular en varios procesos del ciclo del 
virus de la gripe. 
 Se ha observado la interacción directa 
entre proteínas virales y nucleosomas (Garcia-
Robles et al., 2005; Zhirnov & Klenk, 1997). Ensayos 
de interacción in vitro han mostrado la unión de 
vRNPs, NP libre y M1 con nucleosomas purificados. 
La asociación que establecen NP y las vRNPs es a 
través de las colas de histonas ya que ésta no tiene 
lugar al pre-tratar los nucleosomas con tripsina. 
Por otro lado, la asociación de M1 con histonas es 
independiente del tratamiento con tripsina y, por lo 
tanto, ocurre a través del núcleo de histonas. Estos 
resultados parecen postular que la transcripción y 
replicación viral ocurren ligados a nucleosomas 
y que M1 podría estar implicada en la salida de 
las vRNPs de la cromatina en etapas tardías de 
infección. Además, la interacción de las proteínas 
virales con colas de histonas podría influenciar la 
transcripción de genes celulares.
 El enlace funcional que el virus de la 
gripe establece con la cromatina celular ocurre, 
principalmente, a nivel de la manipulación de los 
procesos de transcripción y splicing celulares. 
Como se explicó en los apartados anteriores, ambos 
procesos dependen en gran medida de la cromatina 
y de los mecanismos de regulación que actúan sobre 
esta macroestructura y, en relación al virus de la 
gripe, son estrictamente necesarios para el correcto 
funcionamiento de la maquinaría de expresión génica 
viral. Para muchos virus RNA, que normalmente 
replican en el citoplasma sin requerimientos obvios 
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de la actividad transcripcional celular, la maquinaria 
de transcripción celular supone una diana lógica 
de bloqueo como mecanismo de inhibición de la 
expresión génica celular (mayormente, se busca 
bloquear la expresión de genes relacionados con 
la respuesta antiviral). El virus de la gripe es una 
excepción, ya que replica en el núcleo de la célula 
infectada y requiere de una RNAP II celular activa 
(Elton et al., 2005b). En concreto, la polimerasa viral 
corta los mRNAs celulares para producir fragmentos 
de RNA que son necesarios para iniciar la síntesis 
de mRNA viral (Bouloy et al., 1978; Krug et al., 
1979). También se ha descrito la interacción entre 
la polimerasa viral y el dominio C-terminal de la 
subunidad mayor de la RNA polimerasa II celular 
(RNAP II) (Engelhardt et al., 2005). La interacción se 
establece con la forma fosforilada de RNAP II que esta 
implicada en iniciación, por lo que esta asociación 
permitiría a la polimerasa viral posicionarse en un 
lugar privilegiado desde donde poder cortar los 
mRNAs celulares que se están sintetizado de novo, 
y secuestrar la maquinaria celular que necesita para 
los procesos de splicing, ensamblaje de mRNPs, etc. 
Es más, el virus necesita una transcripción mediada 
por la RNAP II continuada para la exportación de 
mRNAs virales (Amorim et al., 2007). Por lo tanto, 
el virus influenza es absolutamente dependiente 
de transcripción activa por la RNAP II celular, 
como quedo ya reflejado hace casi 35 años en los 
primeros experimentos que mostraron el bloqueo de 
la replicación viral a través del uso de α-amanitina 
y actinomicina D, inhibidores de la RNAP II (Bouloy 
et al., 1978; Rott & Scholtissek, 1970; Krug et al., 
1979). 
 Aparte de esta dependencia absoluta por 
la transcripción celular, el virus de la gripe termina 
desactivando y degradando la  RNAP II celular 
(Chan et al., 2006; Rodriguez et al., 2009; Rodriguez 
et al., 2007; Vreede et al., 2010). Se ha sugerido que 
la asociación del complejo de la polimerasa viral con 
el extremo CTD de la RNAP II no solo le permitiría 
obtener los beneficios ya indicados, sino también 
sería responsable de la inhibición de la expresión 
génica celular (Vreede et al., 2010). 
 Otra actividad relacionada con la 
transcripción mediada por la RNAP II es el proceso 
de splicing, también dependiente de la cromatina 
celular y su regulación. Algunos transcritos virales 
requieren de splicing y el virus, al no codificar 
proteínas para llevar a cabo dicha función, depende 
totalmente de la maquinaria de splicing celular. 
Ensayos recientes de silenciamiento multigénico 
para la identificación de factores celulares necesarios 
en la replicación del virus de la gripe (Brass et al., 
2009; Karlas et al., 2010; Konig et al., 2010; Shapira 
et al., 2009), han mostrado un número importante 
de proteínas relacionadas funcionalmente con el 
proceso de splicing de pre-mRNAs celulares, que 
probablemente  sean necesarios para el splicing de 
mRNAs virales. Entre estas proteínas se encuentran 
factores como CLK1, SNRP70, SF3A1, PRPF8 y 
NHP2L1. Anterior a estos trabajos, se había descrito 
la interacción de las proteína viral NP con el factor de 
splicing BAT-1/UAP56 (Momose et al., 2001), y de la 
polimerasa viral con los factores hnRNP H1, p68/
DDX5 y SFPQ/PSF (Jorba et al., 2008). La proteína 
viral NS1, además de regular el splicing de mRNAs 
virales, se asocia con U6 snRNAs celulares y ejerce 
un efecto negativo general sobre el splicing de pre-
mRNAs celulares (Fortes et al., 1994; Qiu et al., 
1995). Por lo tanto, las primeras etapas del proceso 
de expresión génica viral dependen fuertemente de 
las maquinarias de transcripción y splicing celulares.
 Una incógnita emergente es conocer 
la influencia que ejerce la cromatina celular 
como factor de regulación imprescindible en los 
mecanismos de transcripción y splicing celulares. 
Además, teniendo en cuenta la presencia ubicua 
de la cromatina celular en el núcleo de la célula 
infectada y los datos ya indicados anteriormente 
sobre el comportamiento del virus de la gripe en 
este espacio, no se descarta la implicación de esta 
macroestructura en otros procesos virales como la 
entrada de vRNPs paternales, la replicación viral, 
la inhibición de poliadenilación celular, el tráfico 
intranuclear de proteínas y complejos virales, 
el cambio de transcripción a replicación virales, 
retención y exportación de mRNPs y vRNPs 
progenie virales, etc.       
 Por último, además de las manipulaciones 
en las maquinarias de transcripción y splicing 
celulares, también existen multitud de trabajos que 
indican como durante la infección por gripe se induce 
una importante remodelación de la arquitectura 
nuclear de la célula huésped (revisado en (Josset 
et al., 2008)). Se han caracterizado numerosas 
interacciones entre proteínas virales y proteínas 
nucleares que forman parte constitutiva de diversas 
estructuras y compartimentos nucleares y que suelen 
terminar alteradas durante la infección. La proteína 
viral NS1 induce un mayor número de cuerpos de 
Cajal con un tamaño menor al normal (Fortes et al., 
1995). Estos compartimentos están implicados en 
la generación, tráfico nuclear y modificación post-
transcripcional de snRNP y snoRNP (partículas 
ribonucleoproteicas pequeñas nucleares y 
nucleolares, respectivamente). Los gránulos nuclear 
speckles, donde se almacenan factores de splicing 
y pre-mRNAs, también son desorganizados por la 
proteína NS1 y pasan de tener una distribución con 
un patrón granulado uniforme a uno mucho más 
difuso (Fortes et al., 1995). También se ha descrito 
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la acumulación de las proteínas virales M1, NS1 y 
NEP en los cuerpos PML, cuerpos multifuncionales 
que contribuyen al estado antiviral debido a la 
respuesta interferon, e inducen un mayor número de 
cuerpos PML de tamaño superior al normal (Chelbi-
Alix et al., 1998; Guldner et al., 1992; Sato et al., 
2003). 
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ANTECEDENTES: BUSQUEDA 
DE FACTORES ASOCIADOS A 
LA SUBUNIDAD PA DEL VIRUS 
DE LA GRIPE 
 En nuestro laboratorio se han estudiado y 
caracterizado varios aspectos de la función de la 
subunidad PA de la polimerasa viral. Con objeto 
de estudiar  las  relaciones  que  el  virus  de  la 
gripe establece con la célula infectada, realizamos 
una búsqueda de factores celulares que pudieran 
interaccionar con la subunidad PA y posiblemente 
ejercer algún efecto en sus actividades. La 
búsqueda se realizó mediante ensayos de 
doble-híbrido en levadura, donde rescatamos la 
interacción con dos clones que resultaron ser las 
proteínas humanas CHD6 (clon PA1) y hCLE/CGI-
99 (clon PAi13) (Huarte et al., 2001) (Fig. I9). Ambas 
proteínas también interaccionan con clones de PA 
que presentan una delección en el extremo amino 
terminal (dejando sólo los últimos 252 aminoácidos 
carboxilo terminal) o la mutación puntual T157A 
que disminuye su capacidad de proteólisis, lo que 
descarta la implicación de esta región en la unión a 
estos factores. 
 
hCLE/CGI-99 ha sido relacionada con la 
transcripción celular ya que interacciona con la 
subunidad mayor de la RNAP II y se encuentra 
presente en sitios de transcripción activa mediada 
por la polimerasa celular (Pérez-González et al., 
2006). Además, datos de expresión génica en células 
silenciadas para hCLE muestran una disminución en 
la expresión de un alto número de genes celulares lo 
que sugiere su actuación como modulador general 
de la transcripción mediada por la RNAP II. Estudios 
de la implicación de hCLE en la infección por el virus 
de la gripe indican su participación como modulador 
positivo de la replicación viral y su incorporación en 
viriones (Rodriguez, A., 2009). 
CHD6 pertenece a una familia de 
remodeladores de cromatina de reciente 
caracterización. Aunque la función de CHD6 en la 
célula no ha sido estudiada en detalle, sí ha sido 
implicado en varias vías de transcripción celular y se 
le ha relacionado con la regulación de la expresión 
génica de un virus DNA (Tabla I1 e I2). Teniendo 
en cuenta la asociación de CHD6 con PA viral por 
ensayo de doble híbrido, un objetivo en nuestro 
laboratorio ha sido conocer la posible implicación 
de ésta proteína en la replicación del virus de la 
gripe. Otro objetivo abordado es el estudio de la 
interrelación entre CHD6, cromatina celular y el 
virus de la gripe, y de esta forma analizar posibles 
cambios celulares a nivel de cromatina inducidos 
durante la infección.
Figura I9. Datos de interacción en ensayo de doble híbrido utilizando la proteína PA viral 
como cebo. El clon pGBTPA que expresa la proteína PA completa fusionada con el dominio de 
unión al promotor de GAL4 se cotransfecto con una librería de cDNAs de riñón humano fusionados 
al dominio de activación de GAL4 y construidos en el plásmido pGAD. Los únicos clones positivos 
capaces de pasar todos los filtros impuestos fueron GAD-PAi1 (CHD6) y GAD-PAi13 (hCLE). El 
mismo resultado se obtuvo cuando el ensayo se llevó a cabo usando como cebos las construccio-
nes pGBTPAT157A (con mutación puntual en residuo 157 de PA crítico en la actividad proteolítica 
atribuida a PA) y pGBTPAΔ1-154 (con 154 aminoácidos deleccionados en el extremo N-terminal).
OBJETIVOS
 Estudios previos en nuestro laboratorio habían identificado a la proteína celular CHD6 como un factor 
asociado a la polimerasa del virus de la gripe a través de la interacción con la subunidad PA. CHD6 pertenece 
a una familia de remodeladores de cromatina dependientes de ATP y contiene por lo menos un dominio que 
le podría permitir asociarse a cromatina. Además, una caracterización inicial de la función celular de CHD6, 
indica su asociación con sitios de síntesis de mensajero celular, lo cual sugiere su participación como factor 
de transcripción. 
Teniendo en cuenta datos que destacan la fuerte relación que la polimerasa del virus de la gripe 
establece con la maquinaria de transcripción celular y la cromatina nuclear, nos pareció muy interesante 
profundizar en la posible implicación del factor asociado CHD6 en la infección por el virus de la gripe. 
Con estos antecedentes, nos propusimos los siguientes objetivos concretos:
1.- Analizar las interacciones que pudiera establecer CHD6 con las demás proteínas que forman parte de 
las RNPs virales. 
2.- Estudiar la relevancia funcional de la proteína celular CHD6 en la infección por el virus de la gripe.
3.- Analizar el efecto que la infección por el virus de la gripe tiene sobre CHD6. 
4.- Estudiar cambios que pudieran ocurrir en marcadores de cromatina activa e inactiva durante la infección 
por el virus de la gripe.
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MATERIALES BIOLÓGICOS
LINEAS CELULARES EUCARIOTAS
- HEK293T: línea de células embrionarias de riñón 
humanas (Graham et al., 1977). Cedidas por J.C. 
de la Torre.
- A549: línea de células epiteliales de carcinoma de 
pulmón humano (Giard et al., 1973). Cedidas por 
J.A. Melero.
- MDCK: línea de células de riñón de perro (Madin 
and Darby, 1958). Obtenida de la ATCC.
BACTERIAS
- La cepa bacteriana E. coli DH5α se utilizó para la 
amplificación de todos los plásmidos. 
VIRUS
- Cepas del virus de la gripe de laboratorio:
- A/Victoria/3/75 (H3N2) (VIC).
- A/WSN/33 (H1N1) (WSN).
- A/PR/8/34 (H1N1) (PR8).
- A/Ann Arbor/6/60 cold-adapted (H2N2) (AAca).
- Cepas del vírus de la gripe de campo:
HUMANAS:
- A/England/1/51 (H1N1) (E).
- A/New Caledonia/20/99 (H1N1) (NC).
- A/California/07/09 (H1N1) (CAL).
- A/Wyoming/3/2003 (H3N2) (Wy).
AVIAR:
- A/Turkey/Wisconsin/66 (H9N2).
- Virus de la gripe recombinantes:
- Virus recombinante con los segmentos genómicos 
PA, PB1, PB2 y NP procedentes de la cepa VIC y el 
resto de segmentos procedentes de la cepa WSN 
(Huarte et al., 2003).
 
- Otros Virus:
- Virus VSV del serotipo New Jersey fue cedido por 
M. Esteban.
- Adenovirus de serotipo 5 fue cedido por P. Fortes.
PLÁSMIDOS
- pCMV-PB1, pCMV-PB2, pCMV-PA y pCMV-NP: 
plásmidos con promotor de citomegalovirus (CMV) 
para la expresión de las tres subunidades de la 
polimerasa y de NP de la cepa VIC. Construidos y 
cedidos por J. Ortega (Falcón et al., 2004; Mena et 
al., 1994).
- pHH-NS-LUC: plásmido con promotor de la RNA 
polimerasa I, para la expresión del gen luciferasa con 
polaridad negativa y franqueado por los extremos no 
codificantes del segmento genómico NS. 
- pSUPER.retro.puro (pSR.puro):   plásmido   con 
promotor  H1  de  la  RNA polimersa  III  para  la 
expresión de la estructura de silenciamiento génico 
shRNA (Brummelkamp et al., 2002). Adquirido a 
Oligoengine.
ANTICUERPOS
- Los anticuerpos monoclonales específicos para las 
subunidades de la polimerasa PB2 (8 y 28) y PA (2 
y 9), han sido descritos previamente (Bárcena et al., 
1994; Ochoa, 1995).
- El suero policlonal contra la proteína PB1 se obtuvo 
por inmunización de conejos con proteína purificada 
y fue cedido por el laboratorio de J. Ortín.
- El suero de rata específico contra la proteína NP 
fue generado por hiperinmunización de ratas con la 
proteína purificada His-NP. El anticuerpo policlonal 
de conejo contra NP fue generado de igual manera 
en conejo (Resa-Infante et al., 2008). Ambos fueron 
cedidos por el laboratorio de J. Ortín.
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- El anticuerpo monoclonal específico contra la 
RNAP II, 8WG16, reconoce la forma desfosforilada 
en Ser2 de la polimerasa celular y fue adquirido a 
Covance.
- Los anticuerpos monoclonal y policlonal de conejo 
contra CHD6 fueron adquiridos a Abcam y Bethyl, 
respectivamente.
- Los anticuerpos policlonales de conejo utilizados 
contra CHD3 fueron adquiridos a Bethyl y a 
Transduction Laboratories.
- Los anticuerpos policlonales de conejo anti- H3, 
H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3 y HP1α fueron 
adquiridos a Active Motif.  
- La mezcla de anticuerpos monoclonales que 
reacciona contra todos los 41 serotipos de 
Adenovirus, MAB805, fue  adquirido a Millipore.
- El anticuerpo policlonal de conejo contra ubiquitina 
fue adquirido a Santa Cruz Biotechnology.
- El anticuerpo monoclonal contra β-tubulina fue 
adquirido a Sigma.
 El origen y la dilución de uso de los 
distintos anticuerpos empleados en Western blot e 
Inmunofluorescencia  se resumen en la Tabla M1 y 
M2, respectivamente.
RESINAS DE AFINIDAD
- La resina Protein A-Sepaharose fue adquirida de 
Sigma. 
- La resina de Avidina monomérica-agarosa fue 
adquirida a Pierce.
REACTIVOS, DROGAS Y OTROS MATERIALES 
BIOLÓGICOS
 Las drogas actinomicina D y Dicloro-beta-
D-ribofuranosil bezimidazol (DRB), el inhibidor del 
proteasoma MG-132, y los antibióticos cicoheximida 
y puromicina fueron adquiridas a Sigma. El inhibidor 
de proteasas “Complete” se obtuvo de Roche. En 
el ensayo de unión a péptidos sintéticos de histona 
3 se utilizaron péptidos biotinilados adquiridos a 
Millipore.
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MÉTODOS
MANIPULACIÓN DE DNA Y CLONAJES
 Los plasmidos de silenciamiento empleados 
fueron generados siguiendo especificaciones 
de Oligoengine. Brevemente, se diseñaron 
oligonucleótidos que contienen las secuencias 
siRNA contra CHD6 en ambos sentidos, la secuencia 
de la horquilla y sitios de corte para BglII y HindII en 
los extremos. En base a este  diseño se sintetizaron 
químicamente 2 secuencias complementarias, se 
anillaron y se ligaron en el vector pSR-puro  digerido 
con BglII y HindIII. Los plásmidos resultantes, 
anotados como pSR-puro.siCHD6.1 y pSR-puro.
siCHD6.2, expresan short-hairpin RNAs (shRNAs) 
complementarios a las regiones 4539-4559 y 
4795-4813 de la secuencia codificante de CHD6, 
respectivamente. La región del transcrito de CHD6 
que comprende estas dos dianas de silenciamiento 
presenta muy baja homología en secuencia 
nucleotídica con otros miembros de la subfamilia III 
de remodeladores de cromatina CHD.  
 Como plásmido control de silenciamiento 
se utilizó pSR-puro.TM que expresa un shRNA 
no silenciable y derivado de un transcrito de 
la bacteria Thermotoga maritimia (Rodriguez, 
2009). La secuencia de este siRNA, 
AATTCTCCGAACGTGTCACGT, no hibrida con 
ningún gen de mamífero conocido.
         Todos los clonajes fueron confirmados por 
secuenciación directa.
MANIPULACIÓN     DE   CULTIVOS    CELULARES
 2.1 Mantenimiento de cultivos celulares: 
Las líneas celulares HEK293T y A549 se 
cultivaron en DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s 
Medium) suplementado con suero fetal bovino (FBS) 
al 10% y aminoácidos no esenciales. Las línea 
celular MDCK se cultivó en DMEM suplementado 
con aminoácidos no esenciales y con FBS al 5%. 
Para la tripsinización de las líneas celulares A549 y 
MDCK se utilizó Tripsina-EDTA mientras que para la 
línea HEK293T se diluyó la solución al 10%. Todas 
las líneas celulares se mantuvieron a 37°C y con 5% 
de CO2. 
2.2 Transfecciones: 
La transfección con fosfato cálcico de 
cultivos subconfluentes de células HEK293T se 
realizaró según el protocolo descrito (Graham and 
van der Eb, 1973; Wigler et al., 1979). Brevemente, 
para la transfección de 1x107 células se mezclaron 
20-30 µg de plásmido con 500 µl de CaCl2 que 
posteriormente se añadieron gota a gota sobre 
500 µl de solución HBS (50 mM HEPES, 1.5 mM 
Na2HPO4 y 140mM NaCl, pH 7.05). Tras 1 minuto de 
incubación se añadió la mezcla suavemente sobre 
las células y se incubaron a 37 ºC durante 24 h. En 
caso de partir de un número menor de células, se 
escaló proporcionalmente la cantidad de reactivos.
La transfección de células A549 se realizó 
utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Para la 
transfección de 1x107 células, se incubaron 50 µl 
de Lipofectamina 2000 con medio OPTIMEM hasta 
un volumen final de 1 ml a temperatura ambiente 
durante 15 min. Esta preparación se mezcló con 
otro volumen de 1 ml de Optimem que contiene 20-
30 µg del plásmido a transfectar, y se incubo durante 
15 min. Finalmente, se añadió la preparación sobre 
las células de cultivo con 8 ml de medio DMEM + 
5% FBS, agitando suavemente. Después de una 
incubación de 6 h a 37 ºC se cambió el medio con 
DMEM + 10% FBS.   
2.3 Aislamiento de núcleos:
 Los núcleos de células HEK293T que 
posteriormente fueron utilizados para ensayos de 
unión a péptidos sintéticos de histona 3 (detallado 
en el apartado 2.4.3) se aislaron utilizando la 
adaptación de un protocolo anterior (Andersen et al., 
2002).  Las células se recogieron con PBS a 4 ºC y 
fueron lavadas varias veces con PBS suplementado 
con inhibidores de proteasas (Roche). Después, 
fueron resuspendidas en tampón A (10 mM Hepes 
pH 7.9, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5 mM DTT e 
inhibidores de proteasas (Roche)), se incubaron en 
hielo durante 10min y se procesaron 10 veces con un 
homogeneizador Dounce. Los núcleos resultantes 
fueron purificados centrifugándolos a través de 
una cama de 0.35 M sacarosa. Se resuspendieron 
con un tampón de congelación (50 mM Tris-HCl pH 
8.0, Glicerol 10%, 5 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA e 
inhibidores de proteasas (Roche)) y se congelaron 
rápidamente en N2 líquido, para después guardarse 
a -80 ºC hasta el momento de su utilización. 
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 2.4 Reconstitución de RNPs virales y 
medida de actividad luciferasa:
Las distintas líneas HEK293T estables 
utilizadas en estos ensayos fueron cuantificadas 
para sembrar el mismo número de células en cada 
punto. Las transfecciones para la reconstitución de 
RNPs activas de virus VIC se realizó en cultivos 
subconfluentes de células HEK293T utilizando el 
método de fosfato cálcico  (Wigler et al., 1979). 
Se cambió el medio, añadiendo medio DMEM 
enriquecido con 10% de FBS y 4 h después se 
transfectaron, para 3 x 105 células, las siguientes 
cantidades de plásmido: pCMV-PB1 (250 ng), 
pCMV-PB2 (250 ng), pCMV-PA (50 ng), pCMV-NP 
(1 µg) y pHH-NS-luciferase (1 µg). Los cultivos 
celulares se incubaron 18 h a 37°C (Fig. M1).
En los ensayos de medida de actividad 
luciferasa, se reconstituyeron RNPs virales como 
se describió en el párrafo anterior, y se medió la 
actividad del gen reportero acumulado utilizando el 
Kit comercial de Promega.
 2.5 Generación de líneas celulares 
estables:
 2.5.1 HEK293T-TM, -siCHD6.1, -siCHD6.2:
 Células HEK293T subconfluentes en 
pocillos p35 fueron transfectadas, aplicando el 
protocolo de transfección por fosfato cálcico, con 2 
µg de los plásmidos de silenciamiento pSR-puro.TM, 
pSR-puro.siCHD6.1 y pSR-puro.siCHD6.2, cada 
uno de forma separada. 24 horas después de la 
transfección, se lavaron varias veces las células con 
PBSc y se añadió nuevo medio DMEM + FBS10% 
con 2.5 µg/ml de puromicina. Durante la selección 
se lavaron regularmente las células añadiendo cada 
48 horas nuevo medio con puromicina. Las líneas 
celulares fueron amplificadas y congeladas a -80 
ºC. El grado se silenciamiento fue analizado por WB 
contra CHD6. 
             2.5.2 A549-TM, -siCHD6.1, -siCHD6.2:
 Células A549 en p100 al 60-70 % de 
confluencia fueron transfectadas, aplicando el 
protocolo de transfección por lipofectamina 2000, 
con 20-30 µg de los plásmidos de silenciamiento 
pSR-puro.TM, pSR-puro.siCHD6.1 y pSR-puro.
siCHD6.2, cada uno de forma separada. 24 horas 
después de la transfección, se cambió el medio de 
crecimiento con nuevo fresco y con puromicina a 0.5 
µg/ml. Las líneas celulares resistentes a la selección 
fueron amplificadas y congeladas a -80 ºC. El grado 
de silenciamiento fue analizado por WB contra 
CHD6.   
TÉCNICAS VIROLÓGICAS
        3.1 Infecciones en células de cultivo:
      Las infecciones con las distintas cepas de 
virus se realizaron a una multiplicidad de infección 
(MOI) de 2-7.5 unidades formadoras de placa por 
célula (PFU/célula) (alta multiplicidad). Todas las 
infecciones se realizaron sobre monocapas de 
células confluentes y subcultivadas el día anterior. 
Se retiró el medio de cultivo de las células, se 
realizó un lavado con PBSc y se añadió el inóculo 
viral preparado con DMEM. Tras 1h de incubación 
a temperatura ambiente, se retiró el inóculo y se 
añadió DMEM sin suplementar con suero. A partir 
de este punto, se recogieron los extractos a los 
tiempos indicados en cada experimento.
Figura M2. Reconstitución de RNPs virales 
recombinantes y expresión de actividad luciferasa. Se 
cotransfectó la línea celular HEK293T con cuatro plásmidos 
que contienen el cDNA de las subunidades PB1, PB2, PA 
y NP bajo el promotor de CMV, junto con un plásmido que 
codifica la secuencia del gen reportero luciferasa flanqueado 
por las regiones 5’ y 3’ del vRNA viral del segmento NS.
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       3.2 Generación de stocks de virus:
Se infectaron monocapas de células MDCK 
a baja MOI (10-3 o 10-4 PFU/cel). Tras 36-60h de 
incubación a 37°C, cuando se observa un 50% de 
efecto citopática en la monocapa, se recogieron 
los sobrenadantes de los cultivos celulares. Se 
centrifugaron durante 5 min a 4°C y 2500 rpm para 
retirar desechos celulares, se alicuotearon y se 
guardaron congelados a -80°C.
       3.3 Titulación de virus mediante ensayo 
de placa:
Se infectaron monocapas de células 
MDCK con diluciones decimales seriadas de virus 
preparadas en tampón PBSc suplementado con 5 µg/
ml BSA y se incubaron durante aproximadamente 72 
h a 37 ºC en un medio semisólido con DMEM, 0.7% 
agar, 1% DEAE-dextrano y 2.5 µg/ml de tripsina. 
Cuando las placas de virus resultaron visibles, las 
células se fijaron con 10% formaldehído, se tiñeron 
con una solución de cristal violeta y se hizo un 
recuento de las placas. Para el cálculo del título viral 
se utilizó la siguiente fórmula:
TÍTULO= (Nº de placas * 1/Factor de dilución) * (1/
Volumen del inóculo vírico (ml))
       3.4 Curvas de crecimiento:
        Las distintas líneas A549 estables 
utilizadas en estos ensayos fueron cuantificadas 
para sembrar el mismo número de células en cada 
punto. Se infectaron monocapas de células con una 
multiplicidad de infección de 10-3 PFU/cel. A distintos 
tiempos post-infección, se recogieron alícuotas 
de sobrenadantes que se centrifugaron para la 
eliminación de restos celulares. Posteriormente, 
se determinó el título de virus para cada tiempo 
aplicando el protocolo detallado en el apartado 3.2 
de Materiales y Métodos.
       3.5 Infecciones en ratones:
      Se pseudo-infectaron o infectaron ratones 
intranasalmente con 5 x 105 PFU/ratón de virus 
recombinante que contiene los segmentos 
genómicos PA, PB1, PB2 y NP procedentes de 
la cepa VIC y el resto de segmentos procedentes 
de la cepa WSN (Huarte et al., 2003). Se midió el 
peso de los animales diariamente y, a diferentes 
Tabla M1. Anticuerpos para Western blot. Para cada uno de los anticuerpos 
primarios y secundarios utilizados en Western blot se indica el origen y la dilución 
empleados.
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días después de la inoculación,  los animales fueron 
sacrificados y sus pulmones extraídos. Los pulmones 
se homogenizaron en PBS/0.3% BSA utilizando un 
homogenizador Dounce y el lisado celular resultante 
se resuspendió en tampón Laemmli. Las proteínas 
se analizaron por Western blot.
ANÁLISIS DE PROTEÍNAS
      4.1 Western blot:
  Los extractos celulares se recogieron con 
tampón Laemmli y las proteínas se separaron por 
electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-
PAGE) al porcentaje adecuado. Se transfirieron en 
membranas Immobilon (Millipore) para, después, 
ser bloqueadas con solución de 3% BSA o 5% 
leche desnatada en PBS previo a la incubación con 
anticuerpos primarios específicos. Posteriormente, 
se lavaron la membranas repetidas veces con PBS 
Figura M2. Ensayo de unión a péptidos sintéticos de histona 3 (pull-down). (A) Representación gráfica 
del extremo amino terminal de la cola de la histona H3 y los péptidos sintéticos utilizados en el ensayo de 
pull-down. El icono representado con un triangluo rojo marca el motivo de biotina situado en el extremo 
carboxilo terminal de los péptidos. (B) Representación gráfica del ensayo de unión a péptidos sintéticos de 
histona H3 (ver apartado 4.3 de Materiales y Métodos para detalles). 
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0.25% Tween 20 y se volvieron a incubar con el 
anticuerpo secundario correspondiente, conjugado 
con peroxidasa. Tras otra sucesión de lavados, se 
revelaron las membranas por quimioluminiscencia 
(Amersham). Tanto los anticuerpos primarios como 
secundarios fueron preparados en soluciones 
de 0.05 % Tween 20 – 0.3% BSA o 5 % leche 
desnatada en PBS. El origen y la dilución de uso de 
cada anticuerpo se resumen en la tabla M1.
 4.2 Inmunoprecipitación de CHD6:
 Los ensayos de inmunoprecipitación 
de CHD6 se realizaron utilizando un protocolo 
anteriormente descrito (Lutz et al., 2006). Se 
aplico tanto en células HEK293T sin transfectar o 
transfectadas con los correspondientes plásmidos, 
como en células HEK293T pseudo-infectadas o 
infectadas  con virus VIC a  alta MOI (3 PFU/cel). 
24 horas después de la transfección, o 7 horas post-
infección, las células fueron recogidas con tampón 
de lisis (150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1.5 mM MgCl2, 
50 mM Tris-HCl pH 8.5, Igepal 0.5%, nucleasa 
Benzonasa (Novagen)  e inhibidores de proteasas 
(Roche)). Los lisados se preclarearon centrifugando 
20 min a 13000 rpm a 4 ºC, y el sobrenadante se 
incubó 2h a 4 ºC en agitación suave con el anticuerpo 
anti-CHD6 (suero policlonal de Bethyl Laboratories) 
o un suero irrelevante como control. Posteriormente, 
se incubaron con proteína A-Sefarosa (Sigma) 
durante 3h en las mismas condiciones. Después 
de lavar extensivamente con el tampón de lisis, 
el material unido se eluyó hirviendo la matriz en 
tampón Laemmli y se analizó por Western blot.
 4.3 Ensayo de unión a péptidos sintéticos 
de histona 3 (pull-down):
       Se partieron de núcleos de células HEK293T, 
infectadas o pseudo-infectadas, que se aislaron y 
purificaron como queda detallado en el apartado 
2.3 de Materiales y Métodos. Se lisaron los núcleos 
con tampón de lisis (50 mM Tris-HCl ph 7.5, 150 mM 
NaCl, 1 mM EDTA, 1.5 mM MgCl2, 0.5 % Igepal, 
1 mM DTT, 10% Glicerol, nucleasa Benzonasa 
(Novagen) e inhibidores de proteasas (Roche)) y 
los extractos resultantes se preclarearon con resina 
de Avidina-monomérica de agarosa durante 2 h. 
Después, el material no unido fue incubado durante 
10-12 h a 4 ºC con resinas de Avidina-monomérica 
de agarosa acoplados a péptidos sintéticos 
biotinilados conteniendo los siguientes amino 
ácidos: aas 1-21 de la cola N-terminal de la histona 
3 no metilado o tri-metilado en lisinas 4 y 9, y los 
aas 21- 44 de la cola N-terminal de la histona 3 no 
metilado o tri-metilado en lisina 27 (Fig. M2-A). Para 
cada ensayo de unión se utilizaron 4 µg de péptido 
y extracto celular procedente de 107 células. Tras el 
Tabla M2. Anticuerpos para Inmunofluorescencia. Para cada uno de los anticuerpos 
primarios y secundarios utilizados en inmunofluorescencia se indica el origen y la dilución 
empleados.
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tiempo de unión las resinas se lavaron 7 veces con 
buffer de lavado (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 250 mM 
NaCl, 5 mM, 0.5 % Igepal e inhibidores de proteasas 
(Roche)) y las proteínas  unidas se analizaron por 
Western blot (Fig. M2-B).
4.4 Inmunofluorescencia:
 Los ensayos de Inmunofluorescencia se 
realizaron en células A549 pseudo-infectadas 
o infectadas con virus Vic, y también en células 
pseudo-tratadas o tratadas durante 90 min con 50 µg/
ml de actinomicina D  y 100 µg/ml de Dicloro-beta-D-
ribofuranosil bezimidazol (DRB), ambos preparados 
en DMSO. Las células se fijaron durante 20 min 
a temperatura ambiente con 3.7% formaldehido. 
Tras dos lavados con PBS, se permeabilizaron 
con 0.5% Tritón X-100 en PBS durante 5 min, se 
saturaron con PBS-3% BSA durante 30 min, y se 
incubaron durante 1 h con los correspondientes 
anticuerpos primarios preparados en PBS-0.1%BSA 
a las diluciones indicadas en la Tabla M2. Tras 
varios lavados con PBS, se incubaron durante 1 h 
con los anticuerpos secundarios correspondientes 
acoplados a fluoróforos y preparados también en 
PBS-0.1%BSA. A ésta mezcla se añadió DAPI para 
detectar el DNA celular. Finalmente, las células se 
lavaron varias veces con PBS y las preparaciones 
se montaron sobre portaobjetos con ProLong 
(Invitrogen). Las Inmunofluorescencia se analizaron 
en un microscopio de fluorescencia Zeiss Axiophot 
200 equipado con una unidad confocal BioRad 
Radiance 2100 y utilizando un objetivo de inmersión 
en aceite de 63 x 1.4. Se obtuvieron secciones 
ópticas de entre 0.2 y 0.3 µm utilizando el software 
LaserSharp v5.0 (BioRad), y se adquirieron 
secuencialmente imágenes de 1024 x 1024 píxeles 
para evitar efecto de bleed-through. Para los 
estudios de colocalización, secciones confocales 
individuales con 3-5 células de tres experimentos 
independientes fueron estandarizados para 
establecer la corrección de fondo (de 70-90 a 255 
niveles de escala de grises para la señal de CHD6, 
de 80-90 a 255 niveles de escala de gris para la señal 
de NP viral, y de 110-120 a 252 niveles de escala 
de gris para H3K4me3, H3K9me3 y H3K27me3), 
fueron procesados con software LaserPix v.4 image 
(que  es una adaptación para BioRad de ImagePro 
Plus, Media Cybernetics, LP) e imágenes binarias 
fueron obtenidas con máscara de colocalización que 
solo muestra pixeles solapantes. Los datos de los 
análisis cuantitativos se muestran como porcentaje 
del área estandarizada de la señal de CHD6 que 
solapa con el área estandarizada correspondiente 
para la señal de H3Kme3. Para el cálculo de medias, 
desviaciones estándar y significancia estadística, los 
valores se analizaron con la prueba de T de Student.
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            El virus de la gripe presenta un reducido 
genoma de limitada capacidad codificante. 
Aunque en la última década se han estudiado 
extensivamente las funciones de las distintas 
proteínas virales, se sabe relativamente poco sobre 
los factores celulares implicados en el ciclo viral. 
Estudios recientes globales parecen confirmar el 
alto número de conexiones establecidas por el 
virus y destacan la importancia que estos factores 
celulares asociados podrían tener para el correcto 
desarrollo viral dentro de la célula (Watanabe et 
al., 2010). A pesar de los avances conseguidos 
recientemente, se desconocen las conexiones y 
las limitaciones que la polimerasa viral, como único 
responsable de la transcripción y replicación viral, 
afronta dentro del núcleo de la célula infectada. 
Una importante incógnita es conocer qué tipo de 
relación es la que el virus establece con la estructura 
nuclear mayoritaria: la cromatina celular. Evidencias 
ya indicadas en la introducción parecen sugerir que 
el virus de la gripe no permanece “oculto” frente 
a esta estructura. Es más, a pesar de que se han 
descrito interacciones directas con componentes 
de la cromatina, no sabemos si durante la infección 
se inducen cambios en las distintas regiones de 
la cromatina y si es capaz de alterar proteínas 
asociadas a esta estructura celular. 
            En estudios previos en nuestro laboratorio, 
se determinó la asociación del remodelador de 
cromatina ATP-dependiente CHD6 con la proteína 
PA de la polimerasa del virus de la gripe. La 
interacción se observó a través de un ensayo 
de doble híbrido en levadura usando PA como 
cebo (Huarte et al., 2001). Puesto que CHD6 es 
una proteína asociada a cromatina, y teniendo en 
cuenta lo poco que se conoce sobre esta estructura 
celular en relación al virus, decidimos ahondar en 
su estudio como factor asociado.
1.1 CHD6 y PB2 interaccionan in vivo 
            Una parte importante de las asociaciones 
a factores celulares descritas para el virus de 
la gripe corresponden a interacciones con las 
subunidades de la polimerasa viral, algo razonable 
teniendo en cuenta el gran número de complejas 
operaciones que se le han asignado. Modelos 
tridimensionales de la polimerasa viral conseguidos 
por microscopía electrónica indican una estructura 
altamente compacta en la que las tres subunidades 
de la polimerasa viral se encuentran fuertemente 
asociadas (Area et al., 2004). Es por ello posible 
que CHD6 interaccione con alguna otra subunidad 
del heterotrímero, además de PA. 
Para abordar esta posibilidad, se 
transfectaron las tres subunidades de la polimerasa 
del virus A/Victoria/3/75 (H3N2) (VIC) clonadas en 
plasmidos pCMV cuya expresión está dirigida por 
la RNA polimerasa II, y se prepararon extractos 
nucleares como se ha descrito en Materiales y 
Métodos. Como se puede ver en la figura R1-A, 
cuando se inmunoprecipita CHD6 utilizando un 
anticuerpo específico, se observa la co-precipitación 
de la subunidad PB2 de la polimerasa, pero no de 
las subunidades PA y PB1. PB2 es exclusivamente 
nuclear, pero tanto PA como PB1 muestran 
localización en ambos, citoplasma y núcleo celular 
(Fodor & Smith, 2004; Nieto et al., 1994). Como 
CHD6 es una proteína nuclear (Lutz et al., 2006), es 
posible que no se pueda detectar interacción entre 
CHD6 y PA debido a  una insuficiente acumulación 
de PA expresada individualmente en el núcleo.       
1.2 CHD6 interacciona con los complejos de las 
RNPs virales durante la infección
 Hasta el momento tenemos datos que indican 
una interacción entre CHD6 y las subunidades PA y 
PB2 del virus de la gripe. A continuación se quiso 
saber si CHD6 interaccionaba con el complejo de 
la polimerasa viral durante la infección. Para ello se 
pesudo-infectaron o infectaron células HEK293T 
con virus VIC durante 6 h y los extractos nucleares 
se inmunoprecipitaron de forma específica con 
anti-CHD6 para ver su posible asociación con las 
subunidades de la polimerasa viral. En la figura 
R1-B, se observa co-inmunoprecipitación de todas 
las subunidades en comparación con lo que ocurre 
con el anticuerpo control utilizado, anticuerpo IgG 
de conejo. Por lo tanto, CHD6 interacciona con PA 
y PB2 de forma individual y con el complejo de la 
polimerasa viral en células infectadas. 
El RNA genómico del virus de la gripe 
(vRNA), al igual que el cRNA, se encuentran en 
forma de complejos ribonucleoproteicos (RNPs) 
y no como RNAs desnudos. Las RNPs están 
constituidas por la asociación de la polimerasa 
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viral con múltiples monómeros de la proteína NP, 
que recubren estos RNAs virales (Elton, 2005b). 
Quisimos saber si CHD6 se asocia con las RNPs 
en el núcleo y para ello realizamos ensayos de 
colocalización por Inmunofluorescencia entre 
CHD6 y NP, como componente mayoritario de 
los complejos de RNPs virales. Utilizando para el 
ensayo células A549 infectadas durante 6 h, en 
la figura R2 se puede apreciar un alto grado de 
colocalización entre ambas proteínas, sugiriendo la 
asociación de CHD6 con los complejos de RNPs. 
Figura R2. Colocalización de CHD6 y NP en el núcleo 
de células infectadas. Células A549 fueron pseudo-
infectadas o infectadas con virus VIC a una MOI de 3 PFU/
cel. A 9 horas post-infección (hpi), las células fueron fijadas 
y procesadas para microscopía de inmunofluorescencia 
confocal  contra las proteínas CHD6 (verde) y NP (rojo). 
Los paneles CHD6-NP muestran la señal común a ambos 
anticuerpos. Las imágenes mostradas son representativas 
de los campos analizados en cada condición.
Figura R1. Análisis de la interacción de CHD6 con proteínas de la polimerasa del virus de la gripe. (A) 
Células HEK293T fueron transfectadas, de forma separada, con plásmidos que expresan las subunidades PA, 
PB1 o PB2. 24 horas post-transfección se recogieron las células, se prepararon extractos nucleares, y fueron 
sometidos a ensayos de inmunoprecipitación con aniticuerpo anti-CHD6 (α-CHD6) o una IgG de conejo irrelevante 
utilizado como control (C). Tanto los extractos nucleares de partida (Input) como las fracciones inmunoprecipitadas 
se resolvieron por electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida y se analizaron por Western blot utilizando los 
anticuerpos contra CHD6, PB2, PA y PB1. (B) Igual que (A) pero utilizando como extracto nuclear células HEK293T 
pseudo-infectadas (M) o infectadas con la cepa VIC a una MOI de 3 PFU/célula (V). Las  células fueron recogidas 
y procesadas a 6 horas post-infección.
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Los datos de asociación indicados en el 
punto anterior sugieren la participación funcional 
de CHD6 en el ciclo infectivo del virus de la gripe. 
Para conocer si en efecto esto es así, realizamos 
diversos ensayos analíticos de carácter funcional en 
células silenciadas para CHD6.
2.1 Construcción de células HEK293T y A549 
CHD6 silenciadas
Para abordar el silenciamiento de la 
proteína CHD6 recurrimos a la utilización de la 
técnica de RNA interferente basado en el sistema 
de expresión de shRNA por medio del uso del 
plásmido pSuper.retro.puro (Oligoengine). Las dos 
secuencias diana seleccionadas contra el RNA 
mensajero de CHD6 corresponden a una región 
con baja similitud de secuencia con otros miembros 
CHD próximos (CHD7-9 subfamilia III). La ventaja 
de utilizar plásmidos con capacidad de expresión 
de shRNAs es la posibilidad de generar líneas 
celulares estables con una permanente reducción 
en los niveles de la proteína en estudio. Esto es 
posible siempre y cuando la reducción de la proteína 
en concreto no comprometa la viabilidad de las 
células. Un importante beneficio del uso de células 
establemente silenciadas frente a los ensayos de 
silenciamiento transitorios es la posibilidad de ser 
utilizadas sin tener que comprobar o hacer supuestos 
sobre la eficacia en la capacidad de silenciamiento 
en cada ensayo. Por ello, se generaron líneas 
celulares humanas establemente silenciadas 
transfectando los plásmidos de silenciamiento de 
CHD6 (pSR.puro.siCHD6.1 y .siCHD6.2) en los 
tipos celulares A549 y HEK293T, y seleccionando 
con antibiótico puromicina a concentraciones de 
0.5 µg/ml y 2.5 µg/ml, respectivamente. Como 
líneas celulares control se transfectó, en paralelo y 
en los mismos tipos celulares de origen, el plásmido 
pSR.puro.Tm, que expresa shRNAs sin diana 
frente a ningún mensajero celular humano. Como 
se puede observar en la figura R3-A, los niveles 
de proteína CHD6 en las distintas líneas celulares 
establemente silenciadas es claramente inferior a 
las correspondientes células control Tm. Los niveles 
de reducción de proteína CHD6 se correlacionan 
con los observados en ensayos en los que se 
transfectaron las construcciones de silenciamiento 
de forma transitoria (datos no mostrados). Mientras 
que el silenciador siCHD6.1 redujo los niveles de 
acumulación de CHD6 hasta un 30-50% respecto 
al control, siCHD6.2 redujo estos niveles hasta 
un 5-10 %. Adicionalmente, se pudo observar una 
menor detección de señal CHD6 por microscopía 
de Inmunofluorescencia en células A549-siCHD6.2 
con respecto a la detectada en A549-TM (Fig. R3-
B).
2.2 La actividad de las RNPs virales aumenta en 
células con niveles de CHD6 reducidos
Como primer ensayo funcional dirigido 
al estudio de la posible implicación de la proteína 
celular CHD6 en el ciclo infectivo del virus de la 
2. ESTUDIO DE LA RELEVANCIA FUNCIONAL DE LA PROTEÍ-
NA CELULAR CHD6 EN LA INFECCIÓN POR EL VIRUS DE LA 
GRIPE
Figura R3. Construcción de líneas celulares A549 y 
HEK293T silenciadas para la proteína CHD6. (A) Células 
A549 y HEK293T fueron transfectadas con los plásmidos 
que expresan un RNAi de secuencia diana no específica 
(TM) o secuencias  RNAi silenciadoras del mensajero del 
gen CHD6 (siCHD6.1 y siCHD6.2). El nivel de acumulación 
de CHD6 fue evaluado por Western blot, al igual que el de 
β-tubulina utilizado como control de carga. (B) Detección 
de proteína CHD6 por microscopía de Inmunofluorescencia 
confocal en los clones A549-TM y A549-siCHD6.2.
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gripe, analizamos si la actividad de replicación y 
transcripción viral de los complejos de RNPs se 
encuentra afectada en células CHD6 silenciadas. 
Para ello, se realizaron ensayos de reconstitución 
de RNPs en presencia de molde pHH-NS-luciferase 
como queda detallado en la sección 2.4 de 
Materiales y Métodos. En estos ensayos la actividad 
enzimática de las RNPs viene dada por la cantidad 
de proteína luciferasa producida en cada condición 
(ver Fig. M1). Las transfecciones de los plásmidos 
necesarios para la reconstitución se realizaron 
en células HEK293T control y CHD6 silenciadas 
ya que son las que poseen un mayor rendimiento 
de transfección. En el gráfico de la figura R4 se 
aprecia como la actividad luciferasa registrada 
en las líneas celulares CHD6 silenciadas es entre 
un 20-35% superior a la obtenida para las células 
control. No se obtuvo actividad luciferasa cuando 
se transfectaron en cada línea celular los plásmidos 
necesarios para la expresión de las proteínas de 
la polimerasa y NP, pero no el molde pHH-NS-
luciferase. También se muestra por Western blot 
que la acumulación de las proteínas PA, PB1 y 
NP no varía entre las líneas celulares, por lo que 
la diferencia en actividad observada no responde a 
diferencias en la acumulación de los componentes 
de las RNPs. 
Este resultado indica que una menor 
disminución del remodelador de cromatina ATP-
dependiente CHD6 aumenta ligeramente la 
actividad de las RNPs del virus de la gripe. 
2.3 Niveles bajos de CHD6 aumentan la 
acumulación de partículas virales de la gripe en 
infecciones a baja multiplicidad
 El aumento de la actividad de las RNPs 
observado en células con CHD6 silenciada, 
podría traducirse en una mayor producción de 
partículas virales progenie durante la infección. 
Para abordar este supuesto, se realizaron cinéticas 
de acumulación de partículas virales infectivas 
producidas en las líneas A549 estables control y 
CHD6 silenciadas. Se eligió el tipo celular A549, 
línea de carcinoma epitelial de pulmón humano, por 
representar un tipo celular próximo al infectado por 
gripe en humanos. También se hizo un seguimiento 
de la cantidad de proteínas virales generada dentro 
de las células infectadas. Los ensayos se hicieron 
a multiplicidad de infección baja (10-3  PFU/célula) y 
se utilizó un virus recombinante con los segmentos 
genómicos de PA, PB1, PB2 y NP, pertenecientes 
a la cepa viral VIC, y el resto de segmentos de la 
cepa WSN. Este virus presenta las subunidades 
genómicas HA y NA de la cepa WSN y, por lo tanto, 
no precisa de tripsina exógena para la liberación de 
las partículas virales unidas a la membrana de la 
célula infectada.  
En infecciones a baja multiplicidad se mide 
el crecimiento viral en múltiples rondas o ciclos 
infectivos. Para llevar a cabo este tipo de ensayos, 
se infectaron las líneas celulares A549 control o 
establemente silenciadas para la proteína CHD6 
a una multiplicidad de infección de 10-3 PFU/cel, 
y se realizó un seguimiento de acumulación de 
partículas virales durante la infección hasta las 
72 h post-infección. En la gráfica de la figura R5 
se puede apreciar como el crecimiento del virus 
es mayor en las células CHD6 silenciadas que en 
células control (TM). Por Western blot se confirmó 
Figura R4. Determinación de la actividad de RNPs 
virales en células silenciadas para CHD6. Células 
HEK293T-TM, -siCHD6.1 y –siCHD6.2 fueron transfectadas 
para la realización de ensayos de reconstitución de RNPs 
y medida de actividad luciferasa, tal como queda detallado 
en Materiales y Métodos. El gráfico de la parte superior 
muestra la actividad luciferasa medida por luminómetro. En 
la parte inferior se muestra la acumulación de las proteínas 
indicadas analizadas por Western blot.   
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el correcto silenciamiento de CHD6 de las líneas 
estables a lo largo de toda la cinética. Es de notar 
que el mayor título obtenido ocurre en la línea 
celular A549-siCHD6.2, que presenta un mayor 
grado de silenciamiento y, por lo tanto, un menor 
nivel de proteína CHD6. La diferencia ya es visible 
a 24 h post-infección y ésta llega a alcanzar las 
5 veces, en el caso de siCHD6.1, y las 10 veces 
para siCHD6.2. La acumulación de proteína viral en 
células infectadas a baja multiplicidad también fue 
analizado por Western blot. Como se puede observar 
en la figura R5, la acumulación de la subunidad 
PA del virus de la gripe es mayor en células con 
niveles bajos de CHD6, confirmando que la mayor 
acumulación de virus en el sobrenadante es como 
resultado de una mayor expresión génica en éstas 
células. 
Figura R5. Análisis del crecimiento viral en infecciones a baja MOI de 
células silenciadas para CHD6. Células A549 control (-TM), o silenciadas para 
CHD6 (-siCHD6.1 y -siCHD6.2) fueron infectadas, a una MOI de 10-3 PFU/cel, 
con un virus recombinante independiente de tripsina que contiene los segmentos 
genómicos PA, PB1, PB2 y NP procedentes de la cepa VIC y el resto de 
segmentos procedentes de la cepa WSN. A los tiempos indicados en la gráfica 
se recogieron los sobrenadantes y se cuantifico el título viral. Las imágenes de 
Western blot indican los niveles de acumulación de las proteínas CHD6, PA y 
β-tubulina a 0, 24, 48 y 72 horas post-infección (hpi).
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A pesar del estricto requerimiento funcional 
que la polimerasa del virus de la gripe establece 
con la maquinaria transcripcional celular, nuestro 
laboratorio y otros grupos han demostrado que a 
tiempos intermedios del ciclo infectivo se induce 
la degradación de RNAPII (Rodriguez et al., 2009; 
Rodríguez et al., 2007;: Vreede et al., 2010). Esto 
concuerda con la menor actividad de transcripción 
mediada por la polimerasa celular también a partir 
de tiempos intermedios de infección. Además, 
se ha sugerido que la interacción que establece 
la polimerasa viral con el dominio carboxilo-
terminal de la subunidad mayor de la RNAP II, 
independientemente de permitir una conexión 
funcional evidente, podría ser también responsable 
de su degradación final (Engelhardt et al., 2005; 
Vreede et al., 2010). El resultado final sugiere un 
nuevo mecanismo que se incluye dentro del amplio 
repertorio utilizado por el virus de la gripe para 
“desmantelar” la respuesta antiviral de la célula 
huésped.   
 Teniendo en cuenta que: 1) estudios previos 
en nuestro laboratorio muestran la colocalización 
de la proteína CHD6 con las formas hipo- e hiper-
fosforiladas de la RNAP II, además de estar 
presente en sitios de síntesis de mRNAs celulares 
(Lutz et al., 2006), 2) el virus de la gripe interacciona 
con la forma hiper-fosforilada y termina degradando 
ambas formas (hipo- e hiper-fosforiladas) de la 
RNAP II, 3) el complejo de la RNA polimerasa de 
gripe interacciona con CHD6, y 4) CHD6 es un 
modulador negativo de la infección que impide 
el correcto progreso del ciclo viral en la célula 
huésped, analizamos si durante la infección por 
el virus de la gripe se produce algún cambio en 
la proteína CHD6 y si, al igual que la RNAP II, es 
también objeto del proceso de degradación llevado 
a cabo por la polimerasa viral.
3.1 La distribución intranuclear de CHD6 cambia 
durante la infección
 Inicialmente se analizó si la distribución 
de CHD6 en el núcleo celular variaba durante 
la infección. Estudios previos determinaron la 
localización nuclear de CHD6 en condiciones 
normales y se pudo observar exclusivamente en 
el nucleoplasma y con una distribución uniforme 
de patrón granular (Lutz et al., 2006). Para realizar 
los ensayos de Inmunofluorescencias, se utilizó un 
anticuerpo comercial monoclonal específico contra 
CHD6 (Abcam). La validación de este anticuerpo 
para su uso en Inmunofluorescencia fue doble: 1) 
en Inmunofluorescencias contra CHD6 realizadas 
en las líneas A549-TM control y A549-siCHD6.2 
silenciada estables, el anticuerpo mostró una menor 
acumulación de CHD6 en las células silenciadas, y 
2) el patrón de CHD6 detectado con éste anticuerpo 
fue similar al ya observado con anterioridad (Fig. 
R3-B). 
 A continuación, células A549 fueron 
pseudo-infectadas o infectadas con virus VIC a 
alta multiplicidad de infección (3 PFU/cel) y se 
realizaron Inmunofluorescencias contra CHD6 y 
CHD3. CHD3 pertenece a la segunda subfamilia 
de remodeladores de cromatina y forma parte de 
los complejos represores NuRD con actividad 
deacetilasa asociada (Tong et al., 1998; Xue et al., 
1998). Fue utilizada como proteína no relacionada 
y empleada como control en éste y otros ensayos 
posteriores. Como se puede observar en la figura 
R6, la distribución de CHD3 no parece alterarse a 3, 
6 y 9 h post-infección con respecto a la observada 
en células pseudo-infectadas. Sin embargo, se 
observa un cambio en la distribución intranuclear 
de CHD6 siendo evidente a las 6 h post-infección. 
La distribución uniforme descrita en condiciones 
normales da paso a una distribución con un patrón 
más granulado excluido de los nucléolos (Fig. R6). 
La infección por el virus de la gripe 
produce importantes cambios en la maquinaria de 
transcripción celular resultando en la degradación 
de RNAP II y la inhibición de la transcripción 
celular (Chandy et al., 2006; Rodriguez et al., 2009; 
Rodríguez et al., 2007; Vreede & Fodor, 2010). Por 
lo tanto, se estudió si los cambios en la distribución 
de la proteína CHD6 eran consecuencia de ésta 
inhibición o debido a alteraciones específicas 
inducidas en la célula huésped durante la infección. 
Para distinguir entre estas dos posibilidades se 
trataron células no infectadas con distintas drogas 
que causan inhibición de la transcripción, y se 
analizaron posibles cambios en la distribución de 
CHD6. Se llevaron a cabo ensayos con dos drogas 
distintas: 1) actinomicina D que inhibe la elongación 
de la síntesis de RNA (Sehgal et al., 1976), y 2) 
DRB que es un análogo de adenosina, produce la 
terminación de la transcripción de forma prematura 
y es un inhibidor reversible (Clement & Wilkinson, 
2000; Egyhazi, 1976). Como se puede observar en 
la figura R7-A, ninguna de estas drogas cambia la 
3. ESTUDIO DEL EFECTO QUE LA INFECCIÓN POR EL VIRUS 
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distribución intranuclear de CHD6 indicando, por 
lo tanto, que las alteraciones observadas durante 
la infección son debidas a cambios específicos 
inducidos durante la infección. Para controlar la 
efectividad de las drogas empleadas, se analizó la 
susceptibilidad de células tratadas a la infección por 
el virus de la gripe. Utilizamos esta aproximación 
teniendo en cuenta la dependencia de la 
transcripción viral por la transcripción mediada por 
la RNPA II y, por consiguiente, la eficacia de estas 
drogas en la inhibición de la replicación viral (Tamm 
et al., 1954; Vogel & Scholtissek, 1995). Células 
A549 fueron tratadas con las drogas durante 90 
min y, después, infectadas durante 5 horas con o 
sin droga. La acumulación de proteínas virales 
se evaluó por Western blot (Fig. R7-B). Como se 
puede observar, la presencia de actinomicina D o 
DRB durante la infección (Fig. R7-B, 5hpi + droga) 
inhibe totalmente la acumulación de proteínas 
virales. Cuando se retira el inhibidor reversible 
Figura R6. Cambios en la 
distribución intranuclear de CHD6 
durante la infección por el virus de 
la gripe. Células A549 fueron pseudo-
infectadas o infectadas con virus 
VIC a una MOI de 3 PFU/cel.  A los 
tiempos indicados post-infección (hpi) 
se fijaron las células y se procesaron 
para llevar a cabo análisis de 
microscopía de Inmunofluorescencía 
confocal en donde se usaron 
anticuerpos específicos contra las 
proteínas CHD6 y CHD3. Los paneles 
inferiores muestran una visión 
magnificada de las células marcadas 
con una flecha. 
Figura R7. Estudio de la contribución de la 
inhibición transcripcional en el cambio en la 
distribución intranuclear de CHD6. (A) Células 
A549 fueron tratadas con DMSO, actinomicina 
D o DRB a las concentraciones indicas en el 
apartado 4.4 de Materiales y Métodos. Tras 90 
minutos de tratamiento, las células fueron fijadas 
y procesadas para realizar análisis de microscopía 
de Inmunofluorescencia confocal con anticuerpo 
contra la proteína CHD6. (B) Células del apartado 
(A) pseudo-tratadas (DMSO) o tratadas con 
drogas durante 90 minutos, fueron infectadas con 
virus VIC durante 5 horas con (5hpi + droga) o sin 
(5hpi – droga) tratamiento adicional con droga. 
La acumulación de las proteínas virales PA y NP, 
junto al control de carga β-tubulina, fue analizado 
por Western blot.
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DRB después de los 90 min de pre-tratamiento 
antes de la infección (Fig. R7-B, 5hpi - droga), la 
transcripción viral tiene lugar. Por lo tanto, estos 
resultados muestran el correcto funcionamiento de 
las drogas actinomicina D y DRB en el bloqueo de 
la actividad mediada por la RNAP II, e indica que se 
requiere infección viral para que se puedan observar 
cambios en la distribución intranuclear de CHD6.
3.2 La infección por el virus de la gripe provoca 
la degradación de CHD6
 Analizamos a continuación si CHD6 es 
objeto de degradación durante la infección con el 
virus de la gripe. Para ello infectamos células A549 
con el virus VIC a alta multiplicidad y analizamos los 
niveles de acumulación de CHD6 a lo largo de la 
infección. En la figura R8-A se ve por Western blot 
como, a partir de 6 h post-infección, la cantidad de 
CHD6 disminuye progresivamente hasta alcanzar 
niveles, a 12 h post-infección, de entre 20-40% 
relativo a la cantidad de CHD6 en células pseudo-
infectadas. Los ensayos se realizaron tanto en 
células A549 como en HEK293T con idénticos 
resultados (solo se muestran ensayos hechos con 
células A549). En el mismo ensayo se observa que 
la cantidad de CHD3 no varía durante la infección. 
 Es ampliamente conocido que durante 
la infección por el virus de la gripe se produce un 
importante parada en la expresión de proteínas 
celulares (proceso conocido como shut-off celular) 
(Aragón et al., 2000; Garfinkel & Katze, 1993). 
Debido a esto, la acumulación de determinadas 
proteínas puede disminuir durante la infección viral, 
siendo esta disminución particularmente importante 
para el caso de mRNAs poco estables o proteínas 
de vida media corta. Para descartar esta posibilidad 
en la desaparición de proteína CHD6 durante la 
infección, se analizaron las vidas medias de CHD6 
y CHD3. Se trataron células A549 con cicloheximida 
para bloquear la traducción de proteínas celulares 
y, después, se recogieron muestras a diferentes 
tiempos que fueron analizadas por Western blot. La 
vida media de ambos remodeladores de cromatina 
es de entre 6-9 horas (Fig R8-B). Puesto que los 
niveles de proteína de CHD6 disminuyen a partir de 
6 h post-infección, y teniendo en cuenta que CHD3 
no disminuye durante las 12 horas de infección, 
la disminución observada no es consecuencia 
del bloqueo en la síntesis de proteínas celulares 
producido por la infección.
3.2.1 CHD6 es degradada en infecciones tanto 
por cepas de laboratorio como por cepas 
naturales del virus de la gripe
 Estudios previos en nuestro laboratorio 
indicaron que el proceso de degradación de la 
RNAP II ocurre no solo en infecciones con virus 
de laboratorio, sino también en infecciones con 
cepas naturales de distinto origen (Rodriguez et al., 
2009). Para conocer si la degradación de CHD6 
observada es un fenómeno general o exclusivo 
Figura R8. Degradación de CHD6 durante la infección 
por el virus de la gripe. (A) Células A549 fueron pseudo-
infectadas o infectadas con virus VIC a una MOI de 3 PFU/
cel. A distintas horas post-infección (hpi), se obtuvieron 
extractos celulares y se analizó la cantidad de  CHD6 y 
CHD3 por Western blot. Las acumulaciones de β-tubulina 
y PA/PB1 virales fueron estudiadas en paralelo como 
controles de carga y progresión viral, respectivamente. 
(B) Determinación de las vidas medias de CHD6 y CHD3. 
Células A549 sin tratar o tratadas con cicloheximida (CHX) 
a una concentración de 100 µg/ml fueron recogidas a los 
tiempos indicados. Se analizó la cantidad de proteínas 
resolviendo las muestras en un gel de SDS-poliacrilamida y 
realizando Western blot contra las proteínas CHD6 y CHD3. 
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de cepas de virus de una determinada naturaleza, 
se realizaron experimentos de infección a alta 
multiplicidad utilizando cepas virales de diverso 
origen. Para ello, se infectaron A549 con la cepa 
de laboratorio A/WSN/33 (WSN) y con diferentes 
aislados naturales del subtipo H1N1 (A/England1/51 
y A/New Caledonia/20/99) y del subtipo H3N2 (A/
Wyoming/3/2003). Adicionalmente, se incluyo 
en éste análisis infecciones con el virus aviar A/
Turkey/Wisconsin/66 (H9N2) y el virus de origen 
porcino A/California/07/09 (H1N1), con el objetivo 
de determinar si la degradación observada ocurre 
también en infecciones con un virus aviar y con 
virus de origen porcino responsable de la reciente 
pandemia de 2009, respectivamente. En todos los 
casos, la acumulación de CHD6, β-tubulina y las 
subunidades PB1 y PA se analizaron a las 15 h 
post-infección por Western blot. En la figura R9 se 
observa que tanto WSN como los aislados humanos 
producen un nivel de degradación de CHD6 similar, 
lo cual apoya que la degradación de CHD6 sea una 
característica general de virus de la gripe tipo A. 
Como ya se ha descrito anteriormente, las proteínas 
PA de origen aviar (ver líneas H9N2 y CAL) no 
son detectables por Western blot, probablemente 
por tener ausente el epítopo reconocido por el 
anticuerpo monoclonal que se ha utilizado en éste 
ensayo (Rodriguez et al., 2009).  
 
3.2.2 Cepas atenuadas del virus de la gripe 
también degradan CHD6
 Las cepas atenuadas del virus de la gripe 
no degradan la RNAP II (Rodriguez et al., 2009). 
Esto ha llevado a proponer que la capacidad por 
parte del virus de la gripe de degradar la RNAP II e 
inhibir su actividad transcripcional, pudiera contribuir 
a su virulencia. Para conocer si la degradación de 
CHD6 ocurre en infecciones con cepas atenuadas 
vacunales del virus de la gripe, se infectaron a 
alta multiplicidad de infección células A549 con 
los virus: VIC utilizado como virus control, y las 
cepas atenuadas A/PR/8/34 (PR8), y cold adapted 
A/Ann Arbor/6/60 (AAca). La cepa AAca es una 
cepa que ha sido adaptada a multiplicarse a bajas 
temperaturas (Maassab, 1967). Por este motivo, las 
células infectadas se incubaron tanto a 37 ºC como 
a 32 ºC y se analizaron por Western blot los niveles 
de CHD6, CHD3 y de la forma hipo-fosforilada de 
la RNAP II. La correcta progresión de los virus se 
analizó midiendo la acumulación de proteína viral 
PA, mientras que  β-tubulina se utilizó como control 
negativo.  En la figura R10-A se observa como la 
degradación de CHD6 es obvia, con cantidades 
de proteína practicamente indetectables, a 37 
ºC para las infecciones con los virus VIC y con la 
cepa atenuada vacunal PR8. Esta disminución 
es ligeramente inferior a 32 ºC (Fig.R10-B). La 
infección con la cepa atenuada, AAca , produce una 
ligera disminución en los niveles de CHD6 a 37 ºC, 
y alcanza un 50% de reducción con respecto a los 
niveles de pseudo-infección a 32 ºC. Como ya se ha 
mencionado, la degradación de la RNP II es visible 
en infección por VIC, pero no ocurre con las dos 
cepas atenuadas. Los niveles de CHD3 no parecen 
variar significativamente en ningún caso. 
 Por lo tanto, y al contrario de lo que ocurre 
con la  RNAP II, CHD6 es degradado también por 
cepas de virus atenuadas vacunales, aunque en la 
infección por AAca la capacidad de degradación es 
sensiblemente menor.    
Figura R9. Degradación de CHD6 en infecciones con 
cepas virales de laboratorio y aislados naturales. 
(A) Células A549 fueron pseudo-infectadas (MOCK) o 
infectadas con distintas cepas del virus de la gripe a una 
MOI de 3 PFU/cel. Después de 15 horas de infección con 
las cepas de laboratorio A/Victoria/3/75 (H3N2) (VIC) y A/
WSN/33 (H1N1) (WSN), se recogieron las células y se 
determinó la cantidad de proteína CHD6, RNAP II, PA + PB1 
virales y β-tubulina por ensayo de Western blot. (B) Similar 
a la parte (A) con células infectadas con las cepas naturales 
A/England/1/51 (H1N1) (E), A/New Caledonia/20/99 
(H1N1) (NC), A/Wyoming/3/2003 (H3N2) (Wy), A/Turkey/
Wisconsin/66 (H9N2) y A/California/07/09 (H1N1) (CAL). Se 
recogieron las células y se analizó la acumulación de las 
proteínas indicadas.
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3.2.3 Infecciones con adenovirus y VSV no 
producen degradación de CHD6
Debido a que se observa siempre, con 
mayor o menor grado, degradación de la proteína 
CHD6 en infecciones con todas las cepas del virus 
de la gripe probadas, analizamos a continuación 
si esta degradación es especifica del virus de la 
gripe o también ocurre con otra familias de virus. 
Se infectaron células A549 con otros dos virus 
no relacionados que también son patogénicos en 
humanos y que presentan ciertas similitudes con el 
virus de la gripe. Por un lado se utilizó el virus de 
la estomatitis vesicular (VSV). VSV comparte con 
el virus de la gripe varias características: tiene un 
genoma en forma de hebra sencilla de polaridad 
negativa formando complejos de ribonucleoproteína, 
activa el sensor de RNA RIG-I, es bloqueado por la 
proteína antiviral Mx y produce una rápida parada 
en la expresión génica del hospedador mediante el 
bloqueo de la actividad de la polimerasa celular y de 
la exportación nuclear de los mensajeros celulares 
(Ahmed & Lyles, 1998; Rieder & Conzelmann, 
2009; Whelan et al., 2004). El otro virus utilizado 
fue adenovirus que al igual que el virus de la gripe 
depende fuertemente de factores celulares para su 
supervivencia y replicación dentro del núcleo celular, 
donde también induce importantes alteraciones en 
distintas subestructuras nucleares. En las figura 
R11-A se muestra por Western blot como los niveles 
de CHD6 no varían en infección a alta multiplicidad 
por VSV hasta las 8 h post-infección, cuando el 
efecto citopático propio de la infección por este virus 
comienza a ser evidente. En paralelo se observó la 
Figura R10. Estudio de la 
degradación de CHD6 en 
infecciones por cepas atenuadas 
del virus de la gripe. Células 
A549 fueron pseudo-infectadas o 
infectadas con las cepas PR8, VIC 
o Ann Arbor cold-adapted (AAca) 
del virus de la gripe a una MOI de 3 
PFU/cel. (A) Las células infectadas 
se incubaron durante 18 horas a 
37 ºC, se prepararon extractos 
celulares y se realizaron Western 
blots para determinar la cantidad 
de proteína CHD6, CHD3, RNAP 
II, PA, y β-tubulina. (B) Las células 
infectadas fueron recogidas 24 
horas post-infección tras una 
incubación a 32 ºC. Los extractos 
celulares fueron analizados por 
Western blot utilizando anticuerpos 
contra CHD6, RNAPII, PA-PB1 y 
β-tubulina.
Figura R11. Análisis de la capacidad de 
degradación de CHD6 en infecciones por 
VSV y Adenovirus. (A) Células A549 fueron 
pseudo-infectadas o infectadas con virus 
VSV a una MOI de 5 PFU/cel. A distintas 
horas post-infección, las células fueron 
recogidas y las cantidades de las proteínas 
celulares CHD6 y β-tubulina, y de las virales 
N, G y M de VSV, fueron analizadas por 
Western blot. (B) Células A549 fueron 
pseudo-infectadas o infectadas con 
Adenovirus serotipo 5 a una MOI de 7,5 PFU/
cel. A 36 y 72 hpi se recogieron las células y 
se análizo la acumulación de proteína CHD6 
y β-tubulina por Western blot. A la derecha 
se muestra una imágen captada a 36 hpi por 
microscopía de Inmunofluorescencia  contra 
proteínas de Adenovirus utilizando la mezcla 
de anticuerpos monoclonales MAB805 de 
Millipore (verde). La cantidad de células 
infectadas puede ser estimada en relación 
al número de células totales detectadas por 
DAPI (azul).
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acumulación de distintas proteínas virales como 
control de la correcta progresión de la infección. 
En figura R11-B se muestran los resultados para la 
infección a alta multiplicidad con adenovirus y como 
los niveles de CHD6 tampoco cambian cuando se 
consideran dos tiempos (36 y 72 h post-infección) en 
la cinética viral. En la Inmunofluorescencia adjunta 
se muestran la cantidad de células infectadas por 
adenovirus analizada en paralelo al ensayo descrito. 
Se aprecia que la infección era positiva en más del 
90% de las células observadas por microscopio de 
fluorescencia.    
Estos resultados indican que la degradación 
de CHD6, aunque parece ser un fenómeno habitual 
en el virus de la gripe, no ocurre en infecciones 
con otros dos tipos de virus que comparten ciertas 
similitudes con influenza.  
3.2.4 CHD6 es degradado en ratones infectados 
con virus de la gripe
La infección por el virus de la gripe en células 
de cultivo induce la degradación del remodelador de 
cromatina CHD6. Para conocer si ocurre lo mismo 
en animales, se realizaron ensayos de infección 
en ratones. Se pseudo-infectaron o infectaron 
intranasalmente ratones con virus recombinante 
que presenta los segmentos PA, PB1, PB2 y NP 
de VIC, y el resto (incluyendo HA y NA) del virus 
adaptado a crecer en ratón WSN. Se decidió utilizar 
este virus recombinante al ser más infectivo en 
ratones que la cepa viral VIC. Además, sabemos 
que degrada CHD6 en células de cultivo con igual 
eficacia que virus VIC (datos no mostrados). Se 
utilizaron 6 ratones en total para cada condición 
y se sacrificaron dos, cada 2 o 3 días, en los que 
se midió el título viral en pulmón. El peso corporal 
en ratones pseudo-infectados no varió durante el 
experimento mientras que se registró una bajada 
aproximada del 20% en ratones infectados (grafica 
en Fig. R12-A). Tanto la pérdida de peso corporal, 
como el mayor título viral recuperado en pulmón, 
fue obtenido a 7 días post-infección (graficas en 
Fig. R12-A y R12-B). Se analizó igualmente el 
contenido de las proteínas CHD6, CHD3 y DDX5 en 
extractos de pulmón de los animales infectados por 
análisis de Western blot (Fig. R12-C). Los niveles 
de DDX5 no varian durante la infección por el virus 
de la gripe en células de cultivo y, por ello, se utilizó 
como control adicional (Jorba, 2009). En la figura 
R12-C se muestra como los niveles de CHD6 
permanecen inalterados hasta los 5 días post- 
infección, y disminuyen drásticamente a los 7 días 
post-infección, concomitante con la mayor pérdida 
de peso registrada y el mayor título recuperado. 
En las mismas condiciones, las proteínas CHD3 
y DDX5 no varían. Estos resultados indican que 
CHD6 es diana de degradación por el virus de la 
gripe también en modelo animal. 
3.2.5 Mecanismo de degradación: es 
independiente del  proteosoma y el complejo de 
la polimerasa viral es suficiente para inducir la 
degradación de CHD6
Para conocer el mecanismo de degradación 
de la proteína CHD6, analizamos inicialmente 
Figura R12. Degradación de 
CHD6 en ratones infectados con 
el virus de la gripe. Se utilizaron 
ratones sin infectar (Control), o 
inoculados intranasalmente con 5 
x 105 PFU/ratón de virus influenza 
recombinante que contiene los 
segmentos genómicos PA, PB1, PB2 
y NP procedentes de la cepa VIC y 
el resto de segmentos procedentes 
de la cepa WSN. 6 ratones fueron 
utilizados para cada condición y 
su peso corporal fue evaluado 
diariamente. Cada 2 o 3 días, se 
sacrificaron dos ratones, se aislaron 
y homogenizaron los pulmones, 
y se determinó el título viral en 
los extractos pulmonares. (A) % 
del peso corporal de los ratones. 
(B) títulos virales en los extractos 
pulmonares. (C) Western blot  contra 
las proteínas CHD6, CHD3 y DDX5 
en el tejido pulmonar homogenizado. 
dpi: días post-infección.   
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cual era la implicación del proteosoma celular en 
el proceso degradativo ya que este constituye la 
principal vía degradativa celular. La mayoría de las 
proteínas intracelulares que no son necesarias o 
están dañadas, son marcadas por ubiquitinación y, 
posteriormente, degradadas por el proteosoma en un 
proceso enzimático dependiente de ATP. Decidimos 
utilizar el inhibidor específico del proteosoma MG-
132, que bloquea la maquinaria proteolítica y, 
consecuentemente, lleva a la acumulación en la 
célula de proteínas conjugadas con ubiquitina (Lee 
& Goldberg, 1996). El tratamiento con el inhibidor, 
a una concentración de 25 nM, se inició en células 
A549 1 h antes de la pseudo-infección o infección 
con virus VIC a alta multiplicidad. A 15 h post-
infección se observa degradación clara de CHD6 en 
células infectadas independientemente de si fueron 
o no tratadas con el inhibidor (Fig. R13-A). En la 
pseudo-infección no se aprecian diferencias en los 
niveles de CHD6 entre células tratadas y no. Como 
control del correcto funcionamiento del inhibidor, 
se muestra por Western blot la acumulación de 
proteínas ubiquitinadas en células tratadas (Fig. 
R13-B). Estos resultados indican que la degradación 
de CHD6 durante la infección es independiente del 
proteosoma.
Estudios previos han indicado que la 
expresión de la polimerasa del virus de la gripe fuera 
del contexto de la infección provoca la degradación 
de la subunidad mayor de la polimerasa II celular 
(Rodríguez et al., 2007; Vreede & Fodor, 2010). 
Teniendo en cuenta la interacción ya descrita 
entre CHD6 y la polimerasa viral, y conociendo la 
existencia de actividad proteolítica caracterizada en 
la subunidad PA del virus de la gripe (Sanz-Ezquerro 
et al., 1995; Zurcher et al., 1996), analizamos si, al 
igual que para la RNAP II, la sola expresión de las 
subunidades de la polimerasa (PA, PB1 y PB2) es 
suficiente para observar degradación de CHD6. 
Para ello se transfectaron células HEK293T con los 
plásmidos pCMV-PA, -PB1 y –PB2 y las células se 
recogieron a 20 h post-transfección para después 
ser analizadas por Western blot. Se expresaron las 
subunidades de la polimerasa individualmente, en 
combinaciones de dos, y las tres juntas formando 
la polimerasa heterotrimérica entera. En figura R14 
se observa una clara disminución en los niveles de 
CHD6 solo cuando se reconstituye la polimerasa 
entera. Se muestran también los niveles de proteína 
de las distintas subunidades de la polimerasa 
viral que confirman su correcta expresión en cada 
condición (Fig. R14). Estos datos muestran que la 
polimerasa fuera del contexto del virus, es capaz de 
inducir la proteólisis de CHD6 de forma análoga a la 
observada para la RNAP II. 
Figura R13. Análisis de la implicación del proteosoma 
en la degradación de CHD6. (A) Células A549, sin tratar 
(-) o tratadas (+) con el inhibidor del proteosoma MG-132 a 
una concentración de 25 nM, fueron pseudo-infectadas (M) 
o infectadas (V) con la cepa VIC a una MOI de 3 PFU/cel. 
A 15 hpi se recogieron las células y se analizó la cantidad 
de proteína CHD6  por Western blot. También fueron 
analizadas las acumulaciones de β-tubulina y PA como 
controles de carga y progresión viral, respectivamente. (B) 
Las mismas muestras que en (A), se analizó la cantidad de 
proteína ubiquitina como control del correcto funcionamiento 
de MG-132. 
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La modificación post-traduccional de las 
colas de las histonas de los nucleosomas es uno 
de los mecanismos que controlan la organización 
de la cromatina. El lenguaje complejo de estas 
modificaciones ha permitido sugerir la existencia 
de un “código de histonas” cuya correcta lectura 
podría permitir la división funcional de los distintos 
territorios de cromatina (Jenuwein & Allis, 2001). 
Es en la transcripción celular, y la posibilidad de 
dividir la cromatina en transcripcionalmente activa 
o inactiva, donde la acumulación diferencial de 
diversas modificaciones post-traduccionales ha sido 
ampliamente caracterizada. Generalmente, genes 
activos acumulados en regiones de eucromatina 
se correlacionan con la presencia de metilaciones 
en lisinas 4, 36 y 79 (H3K4, H3K36, y H3K79) 
de la cola de la histona 3, y genes silenciados 
enriquecidos en regiones de heterocromatina 
presentan metilaciones en lisinas 9, 27 de la cola 
de la histona 3, y lisina 20 de la cola de la histona 
4 (H3K9, H3K27, y H4K20) (Berger, 2007; Li et al., 
2007). En términos operativos, las modificaciones 
de histonas pueden funcionar como puntos de 
anclaje de diversos tipos de proteína o complejos 
de proteínas, dentro de los cuales cabe destacar 
los remodeladores de cromatina. Un importante 
dominio de unión a metilaciones de histonas es el 
cromodominio, perteneciente a la familia Royal de 
pliegues estructurales que unen lisinas metiladas. 
La familia CHD de remodeladores de cromatina 
dependientes de ATP se caracteriza por presentar 
dos cromodominios en tándem. Estudios realizados 
con CHD1 humano muestran el requerimiento de 
los dos cromodominios para su unión a la lisina 4 
tri-metilada en la histona 3 (H3K4me3). Las otras 
dos familias que contienen cromodominios son 
las proteínas asociadas a heterocromatina (HP1) 
y las proteínas CBX (homólogos de las proteínas 
Polycomb en Drosophila). HP1 y CBX reconocen 
lisinas metiladas en los residuos K9 y K27, 
respectivamente, que se correlaciona con genes 
transcripcionalmente silenciados.
Una parte importante de las RNPs del 
virus de la gripe está íntimamente unida a la matriz 
nuclear o a componentes de la cromatina (Bui et al., 
2000; Bukrinskaya et al., 1979; Jackson et al., 1982; 
López-Turiso et al., 1990). Específicamente, se ha 
descrito la interacción entre proteínas del virus  con 
nucleosomas (Garcia-Robles et al., 2005; Zhirnov 
& Klenk, 1997). Mediante ensayos de interacción in 
vitro se demostró la interacción de las RNPs, NP 
libre y M1 con nucleosomas purificados. Además, a 
nivel funcional existen datos que sugieren que tanto 
la transcripción como la replicación viral ocurren 
en fracciones insensibles a DNasa, incluyendo 
cromatina y/o la matriz celular  (Takizawa et al., 
2006). A parte de esta interacción directa con 
cromatina, también se ha descrito la interacción 
entre componentes de las RNPs y proteínas 
4. CHD6 SE RELOCALIZA A CROMATINA INACTIVA DURANTE 
LA INFECCIÓN POR EL VIRUS DE LA GRIPE
Figura R14. Degradación de CHD6 en células con polimerasa viral reconstituida. Células 
HEK293T fueron transfectados con un plásmido vacio (MOCK) o con los plásmidos que expresan 
las subunidades PA, PB1 o PB2 de la polimerasa viral. Se transfectaron de forma individual, 
en combinaciones de dos, y las tres subunidades juntas, según se indica en la imagen. 24 
horas post-transfección, la cantidad de CHD6 fue detectada por Western blot. También fueron 
analizadas las acumulaciones de β-tubulina y las distintas subunidades virales como controles 
de carga y expresión, respectivamente.
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celulares asociadas a cromatina (incluyendo CHD6). 
En este apartado se pretende analizar la 
relación entre CHD6 y las RNPs virales desde el 
punto de vista de la cromatina celular. Para ello 
caracterizamos las posibles interrelaciones entre 
ambas maquinarias teniendo en cuenta su común 
capacidad para unir cromatina.
Figura R15. Análisis de la acumulación y del patrón de distribución intranuclear de los marcadores 
de cromatina activa e inactiva durante la infección viral. (A) Células A549 fueron pseudo-infectadas 
(M) o infectadas con virus VIC (V) a una MOI de 3 PFU/cel. A los tiempos post-infección indicados, se 
recogieron las células y los extractos celulares fueron analizados por Western blot para la detección de la 
proteína H3K4me3. Las proteínas β-tubulina y PA/PB1 virales fueron detectadas en paralelo como controles 
de carga y progresión viral, respectivamente. Adjunto se muestra una representación gráfica de la media 
de relaciones H3K4me3/β-tubulina de tres experimentos independientes. (B) Similar a (A) pero detectando 
las proteínas H3K9me3, H3K27me3 e histona 3 total. (C) Células A549 crecidas sobre cubreobjetos fueron 
infectadas como en el apartado (A), recogidas a los tiempos indicados y procesadas para llevar cabo 
microscopía de Inmunofluorescencia confocal usando anticuerpos contra las modificaciones H3K4me3, 
H3K9me3 y H3K27me3
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4.1 Análisis de la metilación de lisinas en la cola 
de la histona 3
Teniendo en cuenta que los complejos 
de las RNPs virales son capaces de unir histonas 
(incluyendo las colas de histonas) y el fuerte bloqueo 
en la transcripción celular inducida por la infección 
con el virus de la gripe, se analizaron posibles 
cambios en marcadores epigenéticos altamente 
representados en genes transcripcionalmente 
activos o inactivos. Se seleccionaron para éste y 
posteriores análisis, los siguientes metilaciones 
en la cola de la histona 3: 1) tri-metilación en la 
lisina 4 en la cola de la histona 3 (H3K4me3) como 
representante de modificación de eucromatina (rica 
en genes activos); 2) tri-metilación en la lisina 9 y 
la lisina 27 en la cola de la histona 3 (H3K9me3 y 
H3K27me3) como representantes de modificaciones 
de heterochromatina (rica en genes inactivos).
Inicialmente se determinó si existían 
diferencias en las cantidades de estas modificaciones 
durante la infección por el virus de la gripe. Para 
ello, se pseudo-infectaron o infectaron células A549 
a alta multiplicidad y se analizó por Western blot 
los niveles de cada tipo de metilación y de histona 
3 total, a distintos horas post-infección. Como se 
puede observar en la figura R15-A, los niveles 
de H3K4me3 (representados en la gráfica como 
relación H3K4me3/ β-tubulina de tres experimentos 
independientes) parecen disminuir ligeramente 
hasta alcanzar una cantidad aproximada de 
35% con respecto a los niveles observados en la 
pseudo-infección. Esta bajada no se observó para 
los marcadores de heterocromatina, H3K9me3 y 
H3K27me3, ni tampoco para H3 total (Fig. R15-B). 
El hecho de que bajen los niveles de H3K4me3, 
sin observarse bajada de histona 3 total, invalida 
la posibilidad de que la disminución sea debido a 
corte o degradación del extremo amino terminal de 
la histona.
También se abordó la posibilidad de que la 
infección por el virus de la gripe varíe la distribución 
intranuclear de estos marcadores. Como se puede 
observar en la figura R15-C la distribución de cada 
marcador dentro del núcleo en células pseudo-
infectadas es similar al descrito previamente (Zinner 
et al., 2006). H3K4me3 presenta una distribución 
por todo el nucleoplasma acorde con su fuerte 
colocalización con mRNA celular naciente, y 
H3K9me3/H3K27me3 se encuentran acumulados 
principalmente en la periferia del núcleo y alrededor 
del nucleolo. Cuando se compara ésta distribución 
con la obtenida en células infectadas, no se aprecian 
cambios evidentes. La detección de NP viral fue 
analizada en paralelo para comprobar el estado de 
la infección (datos no mostrados).  
4.2 CHD6 se asocia con las colas de la histona 
3 metiladas y su patrón de unión cambia en 
infección por el virus de la gripe
Ensayos de unión a péptidos sintéticos y 
análisis de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 
han demostrado la asociación de CHD8 y CHD7, 
miembros pertenecientes a la subfamilia III de CHD, 
a marcas epigenéticas definidas por metilaciones 
en la lisina 4 de la histona 3 (Rodriguez-Paredes 
et al., 2009; Schnetz et al., 2009). Por otra parte, 
análisis filogenéticos basados en alineamientos 
de secuencias de todos los cromodominios en 
el genoma humano destacan la proximidad de 
secuencia entre los tándem de cromodominios de 
los miembros CHD de la subfamilia III (Flanagan 
et al., 2007; Yap & Zhou, 2011). Puesto que 
CHD6, remodelador de cromatina implicado en la 
transcripción celular (Lutz et al., 2006; Nioi et al., 
2005), interacciona con las RNPs virales y, además, 
cambia su distribución intranuclear durante la 
infección por el virus de la gripe, analizamos si 
ésta proteína se asocia con residuos específicos 
metilados en histona 3 y si la asociación variaba 
durante la infección. Para abordar estos estudios 
se realizaron aproximaciones experimentales en 
condiciones in vitro e in vivo que se detallan a 
continuación.
Se realizó un primer abordaje in vitro a 
través de ensayos de pull-down de unión a péptidos 
sintéticos de histona 3. Los péptidos utilizados 
corresponden a las colas amino terminales de 
la histona 3 (1-21) o (22-44) que no contienen o 
contienen un único motivo de tri-metilación en la lisina 
4, 9 o 27, y conjugados con biotina. Estos péptidos se 
unieron a resinas de avidina monomérica-agarosa y 
se usaron en  ensayos de pull-down con extractos 
nucleares de células HEK293T pseudo-infectadas 
o infectadas con virus VIC (ver Fig. M2). Se usaron 
células infectadas a alta multiplicidad y recogidas a 
6 h post-infección, ya que es un tiempo intermedio 
del ciclo viral donde el proceso de degradación 
de CHD6 acaba de empezar (Fig. R8) y, además, 
se observa un claro cambio en la distribución 
intranuclear de la proteína (Fig. R6). Después de 
lavados extensivos, se analizó por Western blot la 
presencia de las proteínas CHD6,  CHD3 y HP1α, 
estos dos últimos usados como controles. No 
se observa una clara preferencia en la unión de 
CHD6 por los péptidos metilados cuando se utilizan 
extractos nucleares de células pseudo-infectadas 
(Fig. R16-A). No obstante, en extractos de células 
infectadas se aprecia una mayor asociación del 
remodelador de cromatina con marcadores de 
heterocromatina H3K9me3 y H3K27me3 (Fig. 
R16-B). Tanto los controles CHD3, como HP1α, no 
varían sus preferencias de unión cuando se utilizan 
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ambos tipos de extractos nucleares. Además, la 
asociación de ambas proteínas está conforme 
con lo ya descrito anteriormente (Bannister et 
al., 2001; Nishioka et al., 2002; Zegerman et al., 
2002). Cabe destacar que CHD6 forma parte de 
complejos multiproteicos de alto peso molecular 
(Lutz et al., 2006) y, por lo tanto,  en este ensayo no 
podemos descartar que la asociación inducida en 
la infección sea indirectamente mediada por otras 
proteínas celulares o virales. También se analizó la 
presencia de la proteína viral NP teniendo en cuenta 
las siguientes premisas: 1) NP es el componente 
mayoritario de los complejos ribonucleoproteinas 
(RNPs) virales que colocaliza con CHD6 durante 
la infección, y 2) estudios previos han demostrado 
la capacidad de interacción de NP con colas de 
histonas (Garcia-Robles et al., 2005). Notablemente, 
se observó una importante retención de NP junto a 
CHD6 en las resinas representando los marcadores 
de cromatina inactiva (Fig. R16-B). 
Para confirmar estos resultados, 
realizamos estudios adicionales in vivo. Se 
llevaron a cabo análisis de colocalización por 
Inmunofluorescencia confocal en los que se 
examinaron cambios en la asociación de CHD6 
con las marcas epigenéticas H3K4me3, -K9me3 
y –K27me3, utilizados en apartados anteriores. 
Los análisis por Inmunofluorescencia confocal se 
llevaron a cabo utilizando secciones confocales 
individuales y máscaras de colocalización en los 
que se obtuvieron imágenes binarias mostrando 
solo pixeles solapantes (ver Materiales y Métodos). 
En células A549 no infectadas, CHD6 colocaliza 
principalmente con H3K4me3, aunque también 
se observó cierta asociación con H3K9me3 y 
H3K27me3 (Fig. R17, paneles MOCK, CHD6-
H3Kme3). Este resultado confirma resultados 
previos que muestran la asociación de CHD6 con 
sitios de síntesis de mensajeros celulares en el 
núcleo celular (Lutz et al., 2006). El mismo análisis 
en células infectadas muestra no solo el cambio en 
la distribución intranuclear de CHD6 ya descrita, 
sino que también observamos un importante 
incremento en la colocalización CHD6-H3K9me3 
(de 24% en pseudo-infección a 66% en infección) 
(Fig. R17, paneles 9hpi, CHD6-H3Kme3 y diagrama 
adjunto). Además, se aprecia un ligero aumento 
en la colocalización CHD6-H3K27me3 (de 45% a 
55%), sin que se observen variaciones significativas 
en la colocalización CHD6-H3K4me3.  
Los estudios in vivo e in vitro realizados 
muestran conjuntamente que durante la infección 
por el virus de la gripe se induce la asociación de 
CHD6 a marcadores característicos de cromatina 
transcripcionalmente inactiva.
4.3 Las ribonucleoproteínas virales (RNPs) 
y CHD6 colocalizan con el marcador de 
heterocromatina H3K9 tri-metilado
Estudios previos han destacado 
la distribución  asimétrica  asumida  por la 
nucleoproteína (NP) viral momentos antes de la 
exportación de las RNPs al citoplasma (Elton 
Figura R16. Análisis de la asociación in vitro de NP y 
CHD6 con péptidos sintéticos de la cola de histona 3. 
(A) Extractos nucleares de células HEK293T fueron pre-
clareados con resina de avidina monomérica-agarosa. El 
material no pegado fue incubado con resinas a las que se 
acoplaron los siguientes péptidos sintéticos biotinilados: 
amino ácidos 1-21 de la cola de la histona 3 no metilado 
(H3(1-21)), o metilada en lisina 4 (H3K4me3) o lisina 9 
(H3K9me3); aminoácidos 21-44 de la cola de la histona 3 no 
metilado (H3(22-44)), o metilado en lisina 27 (H3K27me3). 
Las resinas fueron lavadas extensamente y el material 
asociado a las mismas fue analizado por Western blot 
contra las proteínas CHD6, CHD3 y HP1α. (B) Similar a (A), 
pero utilizando extractos nucleares de células HEK293T 
infectadas con la cepa VIC y recogidas a 6 hpi.
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et al., 2005a). Este posicionamiento genómico 
viral en la periferia de la célula infectada queda 
acentuada en células tratadas con leptomicina B 
en las que la exportación de las RNPs virales está 
bloqueada (Ma et al., 2001). Además, cuando se 
eliminan las RNPs solubles en células infectadas 
tratadas con detergentes, se observa claramente 
que las RNPs restantes presentan una localización 
periférica dentro del núcleo (Ma et al., 2001). 
Puesto que la distribución intranuclear de H3K9me3 
es especialmente abundante en la periferia del 
núcleo (Payne & Braun, 2006; Zinner et al., 2006), 
y la asociación de CHD6 con este marcador se 
incrementa significativamente a tiempos tardíos de 
infección (Fig. R16-B y R17) junto a la nucleoproteína 
NP viral en ensayos in vitro (Fig. R16-B), analizamos 
si las RNPs virales dentro del núcleo de la célula 
infectada están asociados con H3K9me3 junto 
a CHD6 in vivo. Para ello realizamos ensayos de 
colocalización mediante microscopía confocal. En 
células A549 infectadas con VIC se observa que, a 
9 h post-infección, tanto NP como CHD6 se asocian 
con H3K9me3 (Fig. R18, paneles NP-H3K9me3 
y H3K9me3-CHD6, respectivamente). Después, 
se obtuvieron imágenes de triple colocalización 
destacando únicamente las señales solapantes 
en las que se aprecia, y de forma concordante 
a lo ya visto in vitro, un cierto número de puntos 
de asociación CHD6-H3K9me3 que también 
contiene la proteína NP. Estos resultados sugieren, 
Figura R17. Cambios en la asociación 
de CHD6 con lisinas metiladas de la 
cola de la histona 3 durante la infección 
viral. Células A549 fueron pseudo-
infectadas (MOCK) o infectadas con virus 
VIC a una MOI de 3 PFU/cel. A 9 hpi las 
células fueron fijadas y procesadas para la 
realización de ensayos de microscopía de 
Inmunofluorescencia confocal utilizando 
anticuerpo contra CHD6 junto a otro de 
los siguientes anticuerpos: anti-H3K4me3, 
anti-H3K9me3 o anti-H3K27me3. Los 
paneles CHD6-H3Kme3 muestran las 
señales de colocalización común para la 
pareja de anticuerpos correspondiente, 
y el panel adyacente presenta la imagen 
amplificada de la célula indicada con 
flecha. El experimento se realizó 
tres veces y se muestran imágenes 
representativas. La representación gráfica 
adjunta muestra la cuantificación del nivel 
de colocalización de células individuales 
provenientes de tres secciones distintas 
de tres experimentos independientes. Los 
asteriscos indican significación estadística 
determinada por la distribución  de la T de 
student (*=p<0.05, **=p<0.0001).
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infección por el virus de la gripe. Dada la capacidad 
de ambas por unir cromatina, y dada la ya descrita 
asociación entre CHD6 y las RNPs virales durante la 
infección, analizamos la implicación del remodelador 
de cromatina CHD6 en la asociación de las RNPs 
con H3K9me3. Para ello se realizaron experimentos 
de colocalización como los ya descritos, pero esta 
vez en infecciones de células A549 control (A549-
TM) o establemente silenciadas para CHD6 (A549-
siCHD6.2). Previo a este ensayo, se confirmó por 
Inmunofluorescencia que ninguna de las líneas 
celulares presenta alteraciones en los marcadores 
estudiados (datos no mostrados). Como se puede 
sin descartar la participación de otras proteínas 
celulares y/o virales, que las RNPs virales podrían 
estar implicadas en el reclutamiento de CHD6 a 
sitios de cromatina inactiva.  
4.4 CHD6 no media la asociación de NP con 
cromatina inactiva
Los datos obtenidos hasta ahora indican una 
acumulación de las RNPs virales y CHD6 en 
marcadores de cromatina inactiva durante la 
Figura R18. Colocalización de CHD6 
con NP y H3K9me3 en células 
infectadas por el virus de la gripe. 
Se infectaron células A549, crecidas 
sobre cubreobjetos, a una MOI de 3 
PFU/cel. A 9 hpi, las células fueron 
fijadas y procesadas para llevar 
a cabo análisis por microscopía 
de Inmunofluorescencia confocal, 
utilizando anticuerpos contra las 
proteínas NP (rojo), H3K9me3 (azul) 
y CHD6 (verde). Los paneles de co-
localización NP-H3K9me3 y H3K9m3-
CHD6 muestran la señal común para la 
pareja de anticuerpos correspondiente. 
El panel NP-H3K9me3-CHD6 muestra 
la señal solapante cuando se tienen en 
consideración los tres anticuerpos. El 
experimento se repitió tres veces y se 
muestran imágenes representativas.
Figura R19. Análisis de la implicación 
de CHD6 en la asociación de vRNPs 
con lisinas metiladas de la cola de la 
histona 3 durante la infección viral. 
Células A549 control (-TM), o silenciadas 
para CHD6 (-siCHD6.2) fueron infectadas 
con virus VIC a una moi de 3 PFU/cel. A 9 
hpi las células se fijaron y se procesaron 
para ensayos de microscopía confocal 
de Inmunofluorescencia utilizando el 
anticuerpo contra NP junto a otro anti-
H3K9me3, o anti-H3K27me3. Los 
paneles de colocalización NP-H3Kme3 
recogen las señales comunes para la 
pareja de anticuerpos correspondiente. 
El experimento se realizó tres veces y se 
muestran imágenes representativas.
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observar en la figura R19, la asociación de las 
RNPs con los distintos marcadores de cromatina 
no parece variar en ambas células indicando que 
CHD6 no es el mediador de esta asociación y 
sugiriendo que son las propias RNPs virales las que 
podrían estar implicadas en inducir el reclutamiento 
de CHD6 a cromatina inactiva durante la infección 
por el virus de la gripe.
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Los genes celulares se expresan como 
resultado de un proceso minuciosamente 
coreografiado de transcripción, procesamiento de 
pre-mRNA, exportación de ribonucleoproteínas y 
traducción. Adicionalmente, y como ya hemos visto 
en la introducción, el estado de transcripción de un 
gen se encuentra íntimamente ligado a la estructura 
de la cromatina donde se encuentra. Durante la 
activación transcripcional, diversos mecanismos 
permiten la descondensación de la cromatina 
que lleva a la apertura de la estructura y facilita la 
interacción entre el DNA y la maquinaria general de 
transcripción. Estas modificaciones se encuentran 
bajo el control de mecanismos epigenéticos que 
“etiquetan” un gen específico con un estado de 
cromatina concreto. Por lo tanto, la modulación 
de la configuración de la cromatina representa un 
mecanismo poderoso de regulación transcripcional, 
que puede ser empleado por patógenos para 
imponer su propia firma transcripcional. Sin 
embargo, la modificación de la cromatina constituye 
también un reto formidable para el patógeno ya 
que debe contrarrestar las fuerzas que llevan a la 
formación de cromatina. 
Han pasado 30 años desde que se sabe 
que el virus de la gripe transcribe y replica en el 
núcleo celular, asociado a la cromatina nuclear y 
en un proceso dependiente de la RNA polimerasa 
II celular (Bouloy et al., 1978; Herz et al., 1981; 
Jackson et al., 1982; Krug et al., 1979). Sin embargo, 
todavía se desconoce prácticamente por completo 
la importancia que la estructura de la cromatina 
puede tener en la replicación del virus de la gripe 
y si ésta sufre alteraciones durante la infección. El 
espectacular avance en los últimos 15 años sobre la 
regulación y dinámica de la cromatina celular, y su 
importancia en procesos biológicos fundamentales 
para la célula, permite nuevos abordajes 
experimentales para el estudio de la interrelación 
entre la cromatina y el virus de la gripe.
 
 
1. Identificación de la proteína CHD6 
como nuevo factor asociado a las RNPs 
virales que actúa como modulador 
negativo de la replicación del virus de la 
gripe
 
1.1 El virus de la gripe se relaciona con CHD6 y 
otras proteínas asociadas a cromatina 
 El virus de la gripe es un virus RNA 
excepcional al replicar y transcribir su genoma en 
el núcleo de la célula infectada. Las complejas 
reacciones implicadas en estos procesos son 
llevadas a cabo exclusivamente por las RNPs virales. 
Es por ello por lo que se ha sugerido la implicación 
de numerosos factores nucleares asociados a estas 
RNPs, y el secuestro de numerosa maquinaria 
nuclear, durante el proceso de replicación viral. Con 
la intención de buscar nuevos factores asociados 
a la polimerasa viral y en concreto a la subunidad 
PA de la polimerasa, se realizaron en nuestro 
laboratorio ensayos de interacción de doble híbrido 
en levadura. Entre las proteínas que cumplieron 
los requisitos de interacción, se encuentra el 
remodelador de cromatina CHD6 dependiente de 
ATP. A nivel celular, nuestro laboratorio determinó 
la asociación entre éste factor y regiones nucleares 
implicadas en la transcripción mediada por la 
RNAP II (Lutz T., et al., 2006). Teniendo en cuenta 
su relación con transcripción celular, y el hecho 
de que pertenezca a una familia de proteínas que 
se han visto asociadas a cromatina, nos pareció 
interesante ahondar sobre la posible relación entre 
el virus de la gripe y CHD6. En primera instancia, 
mostramos la asociación de CHD6 con las RNPs 
virales dentro del núcleo infectado. Utilizando 
ensayos in vitro, mostramos la asociación entre CHD6 
y las tres subunidades de la polimerasa viral durante 
la infección, y con PB2 individualmente (Fig. R1). 
Aunque no se pudo observar coinmunoprecipitación 
de NP, ensayos de colocalización por microscopía 
de Inmunofluorescencia confocal en células 
infectadas revelan un alto grado de asociación entre 
NP nuclear, que se encuentra mayoritariamente 
formando RNPs, y CHD6 (Fig. R2). Luego, 
probablemente CHD6 se encuentre asociado con 
RNPs virales durante la infección por el virus de la 
gripe. 
En el último año se han realizado varios 
ensayos de interacción y silenciamiento por RNA 
interferente a gran escala que han proporcionado 
una amplia lista de factores asociados con proteínas 
virales y/o relevantes para la replicación del virus 
de la gripe. Entre los factores importantes para la 
correcta replicación del virus de la gripe, existen 
varios que han sido relacionados con la cromatina 
celular, o que presentan dominios que sugieren esa 
relación. Uno de ellos es TRIM 28 (también llamado 
KAP1), perteneciente a la familia de proteínas TRIM. 
TRIM28 presenta en el extremo amino-terminal un 
RING finger, 2 cajas-B y varios dominios coiled-coil 
(colectivamente llamados dominio RBCC), y en el 
carboxilo-terminal tiene dominios Bromo y PHD que 
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le permiten su unión a cromatina. Funcionalmente, 
ha sido relacionada con procesos de represión 
transcripcional, mediados por el reclutamiento del 
complejo deacetilasa NuRD y la metiltransferasa 
de histona SETDB1. También media la metilación 
de la histona 3 en H3K9, y el posicionamiento de 
HP1 en regiones promotoras de genes diana. No 
obstante, también se ha descrito su relación con 
activación transcripcional. En dos de los ensayos 
de silenciamiento multigénico descritos, se muestra 
el requerimiento de TRIM28 para la correcta 
replicación del virus de la gripe (Brass et al., 2009; 
Konig et al., 2010), es más, TRIM28, de forma 
paralela a CHD6, también interacciona con las 
vRNPs (Konig et al., 2010). Curiosamente, TRIM28 
ha sido descrito, al igual que CHD6, como co-
factor en el proceso de represión de los genes E6/
E7 del virus del papiloma humano mediado por la 
proteína E8^E2C (Ammermann et al., 2008; Fertey 
et al., 2010). Fuera del contexto de virus, CHD6 y 
TRIM28 también coinciden como co-factores de los 
factores de transcripción NRF2 (Maruyama et al., 
2011; Nioi et al., 2005), implicado en la respuesta 
a stress oxidativo, y AIRE (Abramson et al., 2010), 
regulador autoinmune. Estas similitudes podrían 
ser indicativas de la co-existencia de ambas 
proteínas en el complejo o complejos implicados 
en la regulación de la expresión transcripcional 
de determinados genes celulares y virales. Otras 
proteínas relacionadas con cromatina e implicadas 
con la replicación del virus de la gripe, son: MCM2, 
SUPT6H, PHF2, MLL2, DDB1, PARP-1, e histona 3. 
La asociación de proteínas virales con componentes 
primarios de la cromatina y factores asociados a 
cromatina, incluyendo CHD6, podría sugerir una 
relevancia funcional de ésta estructura durante la 
replicación del virus de la gripe. 
1.2 ¿Es CHD6 un modulador de la actividad 
antiviral?
 Con el objetivo de determinar el efecto que 
CHD6 induce en la infección viral, se realizaron 
ensayos de infección en células A549 en las que se 
silenció la proteína CHD6 (Fig. R5). En infecciones 
a baja multiplicidad (10-3 PFU/ml), se observa una 
incremento, de entre 5 y 10 veces, en la producción 
de virus que se obtiene a partir de células CHD6 
silenciadas con respecto a las células control. La 
obtención de mayor cantidad de virus se correlaciona, 
inversamente, con el grado de silenciamiento de la 
línea celular infectada, apoyando la noción de que 
el efecto es especifico del silenciamiento de CHD6. 
No vimos, sin embargo, diferencias en la producción 
de virus en ensayos de infección a alta multiplicidad 
(3 PFU/ml) (datos no mostrados), lo cual sugiere 
la necesidad de que se produzcan varios ciclos 
infectivos en células sin CHD6 para poder observar 
el efecto. 
 La lista de factores celulares asociados 
a proteínas del virus de la gripe, incrementada 
considerablemente tras los últimos experimentos 
de amplio espectro ya descritos, muestran una 
mayoría aplastante de proteínas que actúan como 
moduladores positivos de la replicación viral. El 
número de moduladores negativos asociados a 
proteínas virales es muy inferior. Los moduladores 
negativos de gripe mejor descritos son las proteínas 
implicadas en la respuesta antiviral innata. No 
descartamos la implicación de CHD6 en éste tipo 
de respuestas, y sería muy atractivo conocer si 
CHD6 actúa como factor de transcripción en la 
expresión inducida de genes del sistema interferón. 
En este sentido, es interesante anotar la reciente 
implicación de varios remodeladores de cromatina 
como reguladores de la apertura y el acceso al 
DNA de genes del interferón (Cui et al., 2004). 
Experimentos de medida de actividad en genes 
reporteros bajo promotores de genes inducibles 
por interferón (como el promotor del gen IFN β), 
y estudios de crecimiento de virus defectivos en 
el bloqueo de la respuesta interferón  en células 
CHD6 silenciadas, son ejemplos de experimentos 
que permitirían ahondar sobre ésta posibilidad. En 
contra de ésta hipótesis, estudios recientes dirigidos 
a conocer genes regulados por CHD6 no muestran 
genes implicados en el sistema de interferon o 
respuesta antiviral (P. Chavez, datos no publicados). 
No obstante, sería preciso conocer si CHD6 regula 
genes implicados en esta respuesta durante la 
infección. 
1.3 Posible implicación de otros miembros CHD 
en la infección por el virus de la gripe
 Los remodeladores de cromatina de 
la sufamilia III de CHDs presentan similitudes 
estructurales que podrían indicar cierto 
solapamiento funcional entre los miembros. Se ha 
descrito la asociación entre CHD7 y CHD8, tanto 
in vitro como in vivo, y las implicaciones que ésta 
asociación podría tener en la patología del síndrome 
de CHARGE (Batsukh et al., 2010). A nivel de virus, 
es de destacar datos preliminares que indican la 
asociación de proteínas de la polimerasa del virus 
de la gripe con el miembro de la subfamilia III CHD8 
(datos no mostrados). Estos resultados sugieren 
una relación más compleja entre el virus y proteínas 
remodeladores de cromatina ATP-dependientes. 
Es más, CHD8 y CHD6 podrían desarrollar una 
actividad redundante durante la infección por 
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el virus de la gripe. Estudios adicionales para 
conocer la implicación de CHD8 en la infección 
viral, y la relación que ésta implicación tendría con 
la ya observada para CHD6, son necesarios para 
esclarecer el efecto que este tipo de proteínas 
ejerce sobre la replicación del virus de la gripe.
1.4 Posibles mecanismos de inhibición viral 
llevados a cabo por CHD6
 Los ensayos de mayor actividad enzimática 
desarrolladas por las RNPs virales en células CHD6 
silenciadas (Fig. R4), sugieren una mayor actividad 
de replicación o transcripción virales en ausencia 
de CHD6. Estos ensayos no permiten discernir 
entre ambos procesos, y experimentos adicionales 
en los que se puedan considerar la acumulación de 
las ditintas formas de RNAs virales (por ejemplo, en 
ensayos de primer-extension o RT-PCR cuantitativa), 
serían necesarios. Los resultados en los ensayos 
de actividad enzimática en reconstituciones de 
RNPs, tampoco descartan la posibilidad de que 
otros procesos virales estén siendo afectados 
por la ausencia de CHD6. Al ser un factor celular 
exclusivamente nuclear (Lutz et al., 2006), se 
descarta la implicación de CHD6 en la traducción 
viral. No obstante, procesos como la formación 
de las distintas formas de RNPs virales dentro del 
núcleo, el tráfico intranuclear de las 4 proteínas 
virales que constituyen las RNPs, la liberación de 
mRNPs de la cromatina y su posterior salida del 
núcleo, sí podrían estar afectados por la ausencia 
de éste remodelador de cromatina. Teniendo en 
cuenta su vinculación con la transcripción celular, y 
su unión con la polimerasa del virus de la gripe (Fig. 
R1), una posible vía de interferencia desarrollada 
por CHD6 sería su actuación como competidor 
transcripcional. 
Otros factores celulares que interaccionan 
con proteínas virales y actúan como moduladores 
negativos de la infección por el virus de la gripe, 
son: Hsp70 (Heat Shock Factor 70), NF90 (Nuclear 
Factor 90) y RBL2 (RuvB-Like protein 2). Diversos 
estudios muestran como éstos factores asociados 
unen y secuestran subunidades de la polimerasa 
viral y NP (Hirayama et al., 2004; Kakugawa et al., 
2009; Wang et al., 2009). En el caso concreto de 
Hsp70, recientemente se describió su interacción 
con las subunidades PA y PB1 de la polimerasa viral 
que permiten su interferencia en la formación de 
RNPs activas, disminuyendo, consecuentemente, 
la transcripción y replicación viral (Li et al., 2011). 
Curiosamente, en otro estudio previo se mostró 
la capacidad de Hsp70 para unir complejos de 
ribonucleoproteína virales, impedir su unión con la 
proteína M1 viral, y bloquear la liberación de vRNPs 
progenies y su exportación nuclear (Hirayama 
et al., 2004). Se cree que las vRNPs progenie 
podrían permanecer  asociadas a cromatina 
como mecanismo de retención nuclear previo a 
la exportación fuera del núcleo celular,  y que la 
capacidad de unión a nucleosomas por parte de 
la proteína M1 pudiera facilitar dicha exportación. 
CHD6 podría funcionar de forma análoga a lo 
ya descrito para Hsp70, e inhibir la liberación al 
nucleoplasma de vRNPs retenidas en la cromatina. 
De igual forma a lo descrito para NF90, RBL2 
y Hsp70, CHD6 y su capacidad de unir tanto el 
complejo de ribonucleoproteína como distintas 
subunidades de la polimerasa viral, podrían interferir 
en la formación de RNPs activas. El estudio de 
los mecanismos de inhibición llevados a cabo por 
moduladores negativos del virus de la gripe servirá 
para conocer en mayor detalle los puntos de bloqueo 
celular contra la replicación del virus de la gripe y si 
estos pueden ser empleados para la generación de 
posibles terapias antivirales. 
2. CHD6 cambia su distribución 
intranuclear y se degrada durante la 
infección por el virus de la gripe
2.1 Redistribución de CHD6 durante la infección 
por el virus de la gripe: análisis desde el 
contexto nuclear. 
 Teniendo en cuenta las interacciones ya 
indicadas y la relación funcional entre el remodelador 
de cromatina CHD6 y el virus de la gripe, quisimos 
conocer a continuación si tienen lugar cambios en 
CHD6 a nivel de cantidad de proteína y patrón de 
distribución intranuclear. Como se comentó en la 
introducción, el núcleo de la célula infectada sufre 
una importante remodelación que lleva al cambio 
en el patrón intranuclear de multitud de cuerpos 
nucleares, como son los PML, los Nuclear Speckles, 
los nucléolos, etc (Josset et al., 2008). Para otros 
factores asociados a las ribonucleoproteínas virales 
se han observado cambios en la distribución celular. 
Es el caso, por ejemplo, de la proteína Hsp70 y el 
factor de transcripción hCLE que son internalizados 
al núcleo durante la infección por el virus de la 
gripe (Li et al., 2011; Pérez-González, 2007). La 
distribución de CHD6 varía durante la infección 
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observándose una exclusión de señal fuera de los 
nucléolos y una disposición en forma de masas 
granuladas en torno al nucléolo y la periferia nuclear 
(Fig. R6). Es más, el cambio en el patrón parece 
específico, ya que no ocurre con CHD3, miembro 
de la subfamilia II de proteínas CHD. Los nucléolos 
son estructuras nucleares en los que se almacenan 
multitud de factores de splicing y donde tiene lugar 
el procesamiento de RNAs ribosómicos. Además, 
son habitualmente diana de diferentes tipos de 
virus. En el caso concreto del virus de la gripe, la 
proteína NS1 interacciona con la nucleolina, y se 
observa una disgregación de los nucleolos durante 
la infección. Es posible que la necesidad que el virus 
tiene por conseguir maquinaria de splicing sea la 
responsable final de éste proceso de disgregación. 
Es también posible que dicha disgregación sea 
responsable de la exclusión nucleolar de CHD6. 
Tanto CHD6 como otros miembros de la subfamilia 
III de CHD han sido localizados en nucleolos a 
través de estudios proteómicos (Ahmad et al., 
2009), lo cual está de acuerdo con su localización 
nucleolar en análisis por inmunofluoresncenia (Fig. 
R6 y (Lutz et al., 2006)).  
2.2 Proceso de degradación de CHD6: similitudes 
y diferencias con respecto a la degradación de 
la RNAP II
 Además del cambio en el patrón intranuclear, 
a partir de tiempos intermedios de la infección por el 
virus de la gripe  se induce la degradación de CHD6 
(Fig. R8). Al igual que la degradación de RNAP 
II, la acumulación de la proteína CHD6 disminuye 
a partir de las 6 horas post-infección y alcanza un 
nivel del 20-40% con respecto al observado en 
pseudo-infección. La vida media de la proteína 
CHD6, en torno a 6-9 horas, es bastante similar a lo 
observado para CHD3, que no se degrada durante 
la infección (Fig. R8). El proceso de degradación de 
CHD6 muestra un comportamiento análogo a lo ya 
descrito para la RNAP II (Rodriguez et al., 2007). 
Es más, esta degradación no es un comportamiento 
habitual en factores de transcripción asociados 
a proteínas virales e implicadas en la replicación 
viral. Por ejemplo, sabemos que DDX5 o SFPQ, 
factores de splicing asociados a RNPs virales, no 
son degradados, y hCLE no solo no se degrada, 
sino que aumenta su expresión durante la infección 
Figura D1. El virus de la gripe y la maquinaria de transcripción celular: relación de amor y odio. El 
virus de la gripe establece una relación de necesidad (precisa de una expresión celular transcripcional 
“encendida”) y de bloqueo (promueve una expresión celular transcripcional “apagada”) con la maquinaría 
de transcripción celular, dependiendo del momento de la transcripción viral. Se indican varios mecanismos 
que ilustran ambas relaciones
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(Jorba, 2009; Rodriguez, 2009). Teniendo en 
cuenta que CHD6 es un modulador negativo del 
virus de la gripe, parece razonable que durante la 
infección se produzca la degradación del mismo 
como mecanismo de contra-ataque viral. Sería algo 
similar a la degradación de la RNAP II, en la que el 
virus induce su eliminación posiblemente impidiendo 
la expresión de genes de respuesta antiviral como 
mecanismo adicional de shutt-off celular (Vreede 
& Fodor, 2010) (Fig. D1). Resultados en nuestro 
laboratorio indican que CHD6 regula un número 
limitado de genes celulares, ninguno de ellos, 
excepto NEDD4 que se comentará más adelante, 
han sido relacionado con el virus de la gripe o la 
respuesta antiviral (P. Chavez, datos no publicados). 
No obstante, cabe recordar que todos los miembros 
de la subfamilia III de CHDs han sido implicados 
en la regulación de procesos de transcripción de 
carácter inducible mediados por distintos tipos de 
estímulos celulares. Es, por lo tanto, plausible que 
durante la infección por el virus de la gripe CHD6 
participe en un programa de expresión génica 
deletéreo para el virus y que necesite ser inactivado 
para el correcto progreso de la infección. Sería 
interesante analizar si la acumulación y distribución 
de otros moduladores negativos del virus de la gripe 
también varían durante la infección. 
Similar a lo que ocurre con la RNAP II, CHD6 
también se degrada, fuera del contexto de infección, 
en células que solo expresan la polimerasa viral en 
un proceso que no parece depender del proteosoma 
celular (Fig. R13 y R14). En el caso de la RNAP II, se 
ha sugerido la implicación de la actividad proteolítica 
de PA al observarse una menor degradación en 
células infectadas con el virus mutante PA T157A, 
que presenta una PA deficiente en esta actividad 
(Rodriguez et al., 2007). No obstante, otro grupo 
ha indicado, a través de ensayos con inhibidores 
del proteosoma, que la degradación de la RNAP II 
durante la infección por el virus de la gripe sí depende 
del proteosoma y de la ubiquitinación de RNAP II. En 
ambos casos, infecciones con virus recombinante 
PA T157A e infecciones de células tratadas con 
inhibidores del proteosoma, la replicación viral es 
sensiblemente inferior a situaciones normales, lo 
cual dificulta la interpretación de los resultados. En 
el caso de CHD6, sin embargo, ocurre degradación 
en ambas situaciones apreciándose tan solo un 
ligero retraso en el proceso degradativo (Fig. R13 
y datos no mostrados). Estos resultados muestran 
como la degradación de CHD6 durante la infección 
por el virus de la gripe no depende del proteosoma 
ni de la actividad proteolítica de la subunidad PA. 
Adicionalmente, tanto la degradación como la 
redistribución intranuclear, no tienen lugar cuando 
se infectan células con virus de la gripe inactivado 
con luz ultravioleta (UV), cuando se infecta con 
dos virus no relacionados (VSV y Adenovirus), 
ni cuando se induce stress oxidativo al tratar las 
células con terc-butilhidroquinona (Fig. R11 y datos 
no mostrados). Estos resultados indican que CHD6 
es degradado específicamente en la infección por 
gripe y no en respuesta a otros estímulos en los 
que ha sido implicado. El hecho de que se observe 
degradación de CHD6 en células transfectadas con 
la polimerasa viral, sugiere que tampoco se precisa 
de una ribonucleoproteína activa para que tenga 
lugar la degradación. No obstante, se ha observado 
en estudios recientes como la sola presencia del 
complejo de la polimerasa viral es suficiente para 
el bloqueo de la respuesta de interferón, en un 
mecanismo de shutt-off celular independiente de 
la proteína NS1 (Shapira et al., 2009). Los cambios 
inducidos en células que expresan el complejo de la 
polimerasa viral son, por lo tanto, suficientes para 
inducir la degradación de CHD6.    
CHD6 se degrada en células infectadas 
con distintos tipos de virus de la gripe, tanto 
en infecciones con cepas de laboratorio como 
naturales, y con virus de origen humano y aviar. 
No obstante, otra diferencia notable entre los 
procesos de degradación de la RNAP II y CHD6 
es que éste último también tiene lugar con cepas 
atenuadas (Fig. R10). Recientemente, en nuestro 
laboratorio se describió que la degradación de 
la RNAP II no ocurre cuando se infectan células 
con las cepas atenuadas PR8 y Ann Arbor cold-
adapted. Debido a su condición de atenuadas, 
estás cepas son utilizadas actualmente para la 
generación de vacunas. Sin embargo, en ambos 
casos sí se produce degradación de CHD6, aunque 
sensiblemente menor en el caso de Ann Arbor 
Ca. Curiosamente, la cepa Ann Arbor adaptada a 
bajas temperaturas es utilizada ampliamente como 
cepa donadora en la generación de vacunas vivas 
gripales atenuadas, mientras que PR8 es inactivado 
en la fabricación de vacunas (Wareing & Tannock, 
2001). Sin haberse hecho un estudio comparativo 
entre ambos virus, este dato parece indicar un mayor 
atenuación del virus Ann Arbor cold-adapted con 
respecto a PR8, y sugiere una posible correlación 
entre la degradación de CHD6 y la patogenicidad 
viral. 
Estos resultados se suman a las diferencias 
anotadas hasta el momento y parecen sugerir  que 
CHD6 es una diana de degradación más sensible 
que la RNAP II durante la infección por gripe. De 
acuerdo con estas observaciones, en pulmones de 
ratones infectados con el virus de la gripe también 
se observa una reducción significativa de los niveles 
de  CHD6 cuando la replicación del virus y el daño 
patológico son altos (Fig. R12).  
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2.3 Implicación del bloqueo de la transcripción 
celular en la degradación de la RNAP II y CHD6
Los experimentos que muestran la 
degradación de CHD6 con la sola expresión de 
las subunidades de la polimerasa del virus de la 
gripe (Fig. R14), indican que éste es un proceso 
activamente inducido por estas proteínas virales 
fuera del contexto de la infección viral. Es más, el 
hecho de que la degradación no ocurra con virus 
VSV que induce, al igual que el virus de la gripe, 
la inhibición de la transcripción mediada por RNAP 
II (Yuan et al., 2001), indica que el proceso es 
específico de la infección por el virus de la gripe y 
no debida a la inhibición transcripcional inducida 
(Fig. R11). 
Datos de esta Tesis y de nuestro laboratorio 
muestran como la degradación de la proteínas 
CHD6 y la RNAP II ocurren en presencia del 
inhibidor del proteosoma MG132, lo cual descarta 
la implicación de ésta vía de degradación celular 
en este proceso (Fig. R13 y (Rodriguez et al., 
2007)). En contraposición a éstos resultados, y 
en relación a la degradación de la RNAP II, datos 
del laboratorio del Dr. Fodor indican la importancia 
de la ubiquitinación en el proceso de degradación 
durante la infección por el virus de la gripe (Vreede 
et al., 2010). Esta ubiquitinación, probablemente 
inducida como respuesta al bloqueo transcripcional 
de la célula infectada, podría cooperar en la 
degradación de la RNAP II. La degradación de la 
RNAP II también se ha descrito para otros virus 
de hebra negativa como los virus Bunyaviridae 
(BUNV), en donde la proteína NSs antagoniza la 
expresión de genes implicados en la respuesta 
interferón a través del bloqueo de la RNAP II. Este 
bloqueo supone la ubiquitinación de la RNAP II y 
su consiguiente degradación (Thomas et al., 2004; 
Verbruggen et al., 2011). Por lo tanto, no se pueden 
descartar la implicación de mecanismos celulares 
relacionadas con la inhibición transcripcional que 
cooperan en el proceso de degradación de la RNAP 
II y, probablemente, CHD6.
En un estudio reciente, se ha caracterizado 
en mayor detalle el proceso de ubiquitinación de la 
RNAP II como consecuencia del daño inducido por 
tratamiento con luz ultravioleta y por tratamiento con 
alpha-amanitina (Anindya et al., 2007). Se determinó 
que la ubiquitinación de la RNAP II es la responsable 
de su degradación, estando implicado en este 
proceso la ligasa E3 ubiquitina NEDD4 (Neural 
Precursor Cell Expressed, Developmentally Down-
regulated 4). NEDD4 ha sido descrita previamente 
como modulador de las  etapas tempranas de la 
infección por VIH y, además, un factor asociado a 
ésta proteína, la N4BP2 (NEDD4 Binding Protein 
2), ha sido identificada como proteína requerida 
en la infección por el virus de la gripe (Konig et al., 
2010; Sui et al., 2009). Es interesante destacar que 
datos preliminares en nuestro laboratorio muestran 
como células con CHD6 silenciada expresan mayor 
cantidad de mensajero de NEDD4 (P. Chavez, datos 
no publicados). Sería interesante conocer si NEDD4 
también se sobreexpresa en células infectadas 
por el virus de la gripe como consecuencia de la 
disminución de los niveles de acumulación de CHD6 
dada su degradación, y, en caso afirmativo, si esta 
sobreexpresión está relacionada con el proceso de 
ubiquitinación de la polimerasa celular. 
Recientemente, también se han implicado 
las proteínas celulares asociadas a la polimerasa 
viral, PARP-1 y DDB1 (Mayer et al., 2007), en el 
proceso de eliminación de la RNAP II bloqueada 
en elongación como consecuencia del daño 
inducido por tratamiento con luz ultravioleta (Chou 
et al., 2010; O’Connell & Harper, 2007). Es más, el 
proceso de eliminación de la RNAP II de la zona 
dañada llevado a cabo por PARP-1 ocurre en un 
proceso independiente del proteosoma. En esta 
situación, PARP-1 actúa como factor esencial 
para el reclutamiento de numerosa maquinaria 
que permite la formación de cromatina inactiva 
como mecanismo de silenciamiento transcripcional 
(Chou et al., 2010). Una posible hipótesis es que 
tanto la degradación de la RNAP II y CHD6, como 
la relocalización de CHD6 a cromatina inactiva, 
sean producto de un efecto cooperativo entre la 
actuación de las ribonucleoproteínas del virus de la 
Figura D2. Modelo representativo de la posible interrelación entre la maquinaria de transcripción celular, el remodelador de 
cromatina CHD6, la polimerasa del virus de la gripe y las regiones de cromatina transcripcionalmente activas o inactivas, 
durante el proceso de infección por el virus de la gripe. (1) Representación gráfica que muestra la RNAP II en el proceso de síntesis 
de un mensajero celular (línea verde con punto azul claro representando la estructura cap) a partir de un gen situado en el contexto 
de la cromatina celular (línea azul con círculos huecos morados representando los nucleosomas) y en presencia del remodelador 
de cromatina CHD6. (2) Durante la infección por el virus de la gripe se produce el acoplamiento de las vRNPs con la maquinaria de 
transcripción celular que podría facilitar su acceso a estructuras cap y a la maquinaría de splicing para llevar a cabo la transcripción 
viral. (3) Una vez que la síntesis de mensajeros virales ha finalizado (A), la polimerasa del virus de la gripe induce la degradación de 
la RNAP II y de CHD6 con la posible cooperación de factores celulares (B). Los niveles de H3K4me3 también se reducen durante 
la infección probablemente como resultado del proceso de degradación de la maquinaría transcripcional (B). Concomitante a estos 
cambios, las vRNPs son acumuladas, junto a CHD6, en regiones periféricas del núcleo celular ricas en cromatina inactiva, (C), y que 
podrían servir como regiones de almacenamiento de vRNPs progenies previo a su transporte fuera del núcleo celular. 
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gripe y mecanismos de respuesta celular al bloqueo 
transcripcional inducido durante la infección (ver 
Fig. D2). 
3. Relocalización de CHD6 en cromatina 
transcripcionalmente inactiva
3.1 El virus de la gripe, CHD6 y cromatina celular: 
¿dónde mirar?
 Las proteínas de la familia CHD presentan 
cromodominios que se han descrito como módulos 
de interacción a motivos de metilación en residuos 
de lisina de colas de histonas. Dentro de este amplio 
rango de posibles ligandos, los cromodominios 
de los miembros de la familia CHD presentan una 
capacidad de unión diferencial dependiendo de 
la subfamilia. La subfamilia III, dentro de la cual 
se incluye CHD6, presenta ejemplos de proteínas 
capaces de unir H3K9me3 y/o H3K4me. Para 
conocer el patrón normal de asociación de CHD6 
y si éste variaba durante la infección por el virus 
de la gripe, decidimos realizar ensayos de pull-
dow utilizando péptidos sintéticos biotinilados que 
representan los extremos amino-terminal de la cola 
de histona 3. 
Se decidió utilizar los marcadores 
epigenéticos H3K9me3, H3K27me3 y H3K4me3 
en el ensayo de pull-down, y en otros ensayos 
posteriores, por varias razones: 1) funcionalmente, 
las metilaciones de histonas parecen servir 
como plataformas de unión que permiten el 
reclutamiento de muy diversa maquinaria celular; 
2) Son modificaciones más estables que otros 
marcadores como fosforilación, acetilación, etc.; 
3) las tres modificaciones pueden ser unidas por 
cromodominios de distintos remodeladores de 
cromatina y, como ya se ha indicado, son probables 
ligandos de los cromodominios de CHD6; 4) 
representan marcadores con una fuerte correlación 
con regiones transcripcionalmente activas (en el 
caso de H3K4me3) y regiones transcripcionalmente 
inactivas (para H3K9me3 y H3K27me3); y 5) son 
marcadores que han sido vinculados a diferentes 
tipos de virus. Intentos negativos de expresión y 
purificación de los cromodominios de CHD6 han 
impedido realizar los ensayos de pull-down sobre 
éstas estructuras aisladas (T. Lutz, resultados no 
mostrados), por ello utilizamos, alternativamente, 
extractos nucleares de células pseudo-infectas e 
infectadas con el virus de la gripe.
Aunque para varios miembros de la 
subfamilia III se ha mostrado una correlación 
entre el patrón de unión a marcadores de sus 
cromodominios y su distribución en cromatina in 
vivo, también es posible que la unión a cromatina 
esté determinada por las otras proteínas que forman 
parte de los complejos remodeladores. Es más, en 
células infectadas, CHD6 interacciona con las RNPs 
virales que, a su vez, presentan capacidad por unir 
la cromatina. Luego es probable que la asociación 
a cromatina del factor CHD6 durante la infección 
no esté determinado por sus cromodominios. Un 
nivel de dificultad añadido, es la presencia en la 
zona carboxilo-terminal de la proteína CHD6 de un 
dominio SANT que también ha sido descrito como 
modulo de interacción a colas de histonas.
 
3.2 Solo la infección por el virus de la gripe 
induce el reclutamiento de CHD6 a varios de los 
marcadores epigenéticos utilizados
 Los resultados de los ensayos de pull-down, 
muestran como CHD6 no une de forma específica 
ninguno de los marcadores en condiciones de 
pseudo-infección (Fig. R16-A). No obstante, a 
tiempos intermedios de infección (6 horas-post 
infección) se aprecia un mayor enriquecimiento 
de CHD6 en marcadores de cromatina reprimida 
transcripcionalmente (es decir, H3K9me3 y 
H3K27me3) (figura R16-B). 
Una posible interpretación de estos 
resultados viene dada por un trabajo reciente en el 
que se expone un mecanismo de reclutamiento a 
cromatina de complejos  remodeladores ISWI, y que 
también podría darse para otros remodeladores de 
cromatina (Erdel et al., 2010). A través del análisis 
de células in vivo por microscopía de fluorescencia, 
se observó como los complejos se encuentran 
continuamente “tanteando” nucleosomas que 
unen de forma aleatoria y solo transitoriamente. 
No obstante, cuando el remodelador reconoce una 
determinada señal (por ejemplo una modificación 
post-traduccional de histona concreta, o una vía de 
señalización celular) se establece una interacción 
más duradera con la cromatina. Se utiliza el ejemplo 
de la reparación del daño a DNA y observan 
cómo, solo cuando se induce daño al DNA, el 
complejo remodelador pasa de una unión aleatoria 
y transitoria a nucleosomas a una unión fuerte y 
específica a marcadores de cromatina enriquecidos 
en la región dañada (Erdel et al., 2010). Es posible 
que para CHD6 la situación en pseudo-infección 
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represente una unión inespecífica a los distintos 
marcadores como producto de la interacción 
aleatoria y transitoria mencionada. Al igual que los 
remodeladores de cromatina utilizados en estos 
estudios, y como ya se ha destacado anteriormente, 
CHD6 y otros muchos miembros de la familia CHD 
participan en numerosos procesos biológicos 
inducibles en los que solo son reclutados cuando un 
estímulo determinado permite la activación de una 
determinada señal (daño a DNA, replicación celular, 
diferenciación, etc.). Es más, a nivel transcripcional 
han sido descritos muchos de ellos como cofactores 
transcripcionales que interaccionan con receptores 
nucleares activados por estímulos concretos 
(PPARs, stress oxidativo, β-catenina, etc.). Es 
posible que en ausencia de estos estímulos la 
asociación de estas proteínas con la cromatina 
sea transitoria e inespecífica. La infección podría 
considerarse como otro estímulo en el núcleo de la 
célula que resulta en un reclutamiento estable de 
CHD6 a cromatina transcripcionalmente inactiva.
3.3 NP también se une a regiones ricas en 
H3K9me3: implicaciones funcionales de esta 
asociación
 Curiosamente, los mismos ensayos de 
pull-down muestran, al igual que lo observado para 
CHD6, una mayor acumulación de la proteína viral NP 
en marcadores de cromatina inactiva (Fig. R16-B). 
Estos ensayos se realizaron a 6 horas-post infección 
cuando ya se observa re-localización intranuclear 
de CHD6 y todavía es mínima su degradación 
(Figs. R6 y R8). Adicionalmente, en este momento 
de la infección la elongación mediada por la RNAP 
II ha sido bloqueada y se procede también a la 
degradación de la polimerasa celular (Chan et al., 
2006; Rodriguez et al., 2007). Varios ensayos han 
determinado como en este tiempo la generación de 
mensajero viral ha alcanzado su máximo mientras 
que la replicación de vRNPs continua (Robb et al., 
2009; Rodriguez et al., 2009; Rodríguez et al., 2007; 
Shapiro et al., 1987). Luego a tiempos intermedios 
de infección el virus incentiva el bloqueo de la 
maquinaria celular mientras genera múltiples copias 
de vRNA progenie (ver Fig. D1). Se ha propuesto 
que estas vRNPs permanecen unidas a cromatina 
hasta su liberación al nucleoplasma y exportación 
al citosol. Es posible que la unión a cromatina sea a 
través de la heterocromatina (regiones enriquecidas 
con los marcadores H3K9me3 y H3K27me3) que 
suele encontrarse acumulada en las regiones 
alrededor de nucléolos y en la periferia del núcleo. 
Por otro lado, los efectos observados in vitro han 
sido confirmados por ensayos de co-localización 
a través del uso de microscopía de fluorescencia 
(Figs. R17 y 18). 
¿Cuál sería la razón por la que NP, y 
presuntamente las vRNPs, unen heterocromatina? 
Una idea atractiva es que el virus de la gripe, a 
través de su asociación con H3K9me3, utilice la 
heterocromatina como plataforma dinámica que 
le permita el reclutamiento y movilización de las 
vRNPs progenie sintetizadas durante la replicación 
viral. Esta posibilidad podría concordar con nuevos 
estudios que inciden en el alto dinamismo de ésta 
estructura y que contradicen la percepción de la 
heterocromatina como una región “inerte” del núcleo 
(Cam et al., 2009; Grewal & Jia, 2007). En contra de 
ésta hipótesis, durante la infección no observamos 
ninguna alteración aparente en la distribución 
intranuclear del marcador H3K9me3 (Fig. R15).
3.4 CHD6 y NP en cromatina inactiva: posibles 
mecanismos de reclutamiento
Ambos, CHD6 y NP viral, se encuentran 
presentes en heterocromatina a tiempos 
intermedios de infección. Independientemente de 
las implicaciones funcionales de estas asociaciones, 
quisimos saber si CHD6, como proteína 
perteneciente a una familia de remodeladores de 
cromatina que pueden movilizar ésta estructura y 
facilitar el acceso a diversa maquinaria celular, es 
responsable del reclutamiento de NP a cromatina 
inactiva. Para CHD7 se ha descrito su capacidad 
por unir tanto H3K4me3 como H3K9me3, lo cual 
sugiere su implicación en procesos de activación 
y represión transcripcional. Datos preliminares 
en nuestro laboratorio destacan la capacidad de 
CHD6 para modular positiva y negativamente la 
transcripción de varios genes celulares (P. Chavez, 
datos no publicados). Por lo tanto, CHD6 podría 
servir, a través de su asociación a cromatina inactiva 
durante la infección por el virus de la gripe, como 
plataforma de reclutamiento de NP viral a estas 
estructuras. 
Sin embargo, la asociación de NP a 
heterocromatina no depende de la presencia de 
CHD6 (Fig. R19). Estos resultados favorecen un 
mecanismo de asociación a cromatina en el que el 
virus de la gripe, a través de la unión de NP viral 
a heterocromatina, induce el reclutamiento de 
CHD6 a ésta región de cromatina inactiva (ver Fig. 
D2). De acuerdo con este planteamiento, estudios 
preliminares muestran como NP expresada sola, 
fuera del contexto de infección, sigue siendo 
capaz de unir, preferentemente, cromatina inactiva 
(datos no mostrados). Es más, NP, en infección o 
sobrexpresada sola, se acumula en la periferia del 
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núcleo (donde se encuentra enriquecida la estructura 
de heterocromatina), lo cual ha permitido sugerir su 
participación en la adopción de una conformación 
intranuclear afín a la salida del genoma viral fuera 
del núcleo (fenómeno denominado “Genome 
Gating”) (Elton et al., 2005a).
3.5 El reclutamiento de proteínas nucleares en 
regiones transcripcionalmente reprimidas como 
posible mecanismo de inactivación funcional.
No se puede obviar la verdadera esencia 
de la heterocromatina. Como ya se explicó en la 
introducción, la heterocromatina constituye una 
forma única de cromatina caracterizada por su 
estado transcripcionalmente reprimido y por su 
estructura altamente condensada. Salvo ciertas 
excepciones, H3K9me3 y H3K27me3 representan 
marcadores de cromatina inactiva que se acumulan 
en genes transcripcionalmente reprimidos. Como 
tales, la acumulación de CHD6 en estas regiones 
durante la infección puede interpretarse como un 
mecanismo de represión dirigido hacia la actividad 
transcripcional mediada por CHD6. Su acumulación 
diferencial en cromatina inactiva, junto al proceso 
indicado de degradación, están de acuerdo con la 
descripción de CHD6 como modulador negativo de 
la replicación viral y la necesidad de ser inactivado 
durante la infección. Una interesante posibilidad es 
que el reclutamiento de CHD6 a cromatina inactiva 
sirva  como mecanismo de inactivación funcional 
que puede contribuir al shutt-off transcripcional 
inducido durante la infección por el virus de la gripe 
(Fig. D1 y D2). 
En este sentido, sería muy interesante saber 
si otras proteínas asociadas a cromatina, factores 
de transcripción, u otro tipo de proteínas nucleares 
que han sido descritas como factores implicados 
en la replicación del virus de la gripe, también son 
reclutadas a heterocromatina durante la infección. 
En relación a factores asociados a cromatina 
tenemos, por ejemplo, el caso ya mencionado de 
TRIM28/KAP1, que presenta diversos dominios 
que le permiten unir cromatina, y que ha sido 
descrito como factor relacionado con muchos de 
los procesos en los que también participa CHD6. 
Otra proteína asociada a cromatina que regula el 
ciclo replicativo del virus de la gripe es la proteína 
PHF2. PHF2 contiene una interesante combinación 
de dominios relacionados con la unión a cromatina, 
entre los que se incluyen un dominio PHD finger 
(dominio “lector”), que interacciona con la marca 
H3K4me3, y un dominio efector Jumonji-C (JMJC) 
(dominio “borrador”) (Fortschegger & Shiekhattar, 
2011).  
4. Reducción en los niveles de H3K4me3 
y su posible implicación en shut-off viral 
4.1 La reducción en H3K4me3 ocurre 
concomitante a las degradaciones de CHD6 y 
RNAP II
Estudios realizados en células infectadas 
con el virus de la gripe, han mostrado como: 1) la 
elongación de la transcripción celular se encuentra 
inhibida a tiempos tempranos de la infección (Chan 
et al., 2006); 2) durante la infección se produce la 
degradación de la RNAP II a tiempos intermedios 
de infección, incluyendo su forma de elongación 
y la forma hipofosforilada que se acumula en la 
región promotora de genes activos (Rodriguez 
et al., 2009; Rodriguez et al., 2007; Vreede et al., 
2010); 3) la polimerasa viral se une a la RNAP II 
y se acumula en la región promotora de genes 
activos (Chan et al., 2006; Engelhardt et al., 2005); 
4) la degradación de la RNAP II coincide con el 
final de la transcripción viral y, obviamente, con la 
parada de la transcripción celular (Rodriguez et al., 
2009; Rodriguez et al., 2007; Shapiro et al., 1987); 
5) otros factores relacionados con transcripción, 
como CHD6, son también degradados durante 
la infección (Fig. R8). Teniendo en cuenta todos 
estos datos que revelan una importante alteración 
de la maquinaria de transcripción mediada por 
la RNAP II, quisimos saber si se producían 
alteraciones en alguno de los marcadores, tanto a 
nivel de acumulación como a nivel de distribución 
intranuclear. Ninguno de los marcadores muestra 
cambios en el patrón intranuclear, y los análisis de 
acumulación por Western blot sí indicaron una ligera 
pero reproducible bajada en los niveles de H3K4me3 
(Fig. R15). La bajada, a 12 horas-post infección, es 
de aproximadamente el 35% con respecto a los 
niveles observados en pseudo-infección. El hecho 
de que ninguno de los otros marcadores cambie, 
ni tampoco los niveles de histona 3 total analizado 
con un anticuerpo que reconoce la cola de la 
histona 3 independientemente de motivos post-
traduccionales, indica que las colas de histonas 
permanecen íntegras durante la infección y que el 
proceso de eliminación es específico del motivo 
trimetilado en el residuo de lisina H3K4.
Las metilaciones en colas de histonas, 
que han sido consideradas durante largo tiempo 
como procesos irreversibles con una vida media 
igual al tiempo de reciclaje de la histona entera, 
han sido descritas en los últimos 5-10 años como 
estructuras sorprendentemente dinámicas que 
pueden ser alteradas por la acción de metilasas 
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y demetilasas (Shilatifard, 2006). El alto número 
de operaciones minuciosamente coreografiadas 
incluidas en los procesos de transcripción y splicing 
celulares requieren, igualmente, de un control 
riguroso en la metilación y demetilación de residuos 
específicos. La demetilación en el residuo H3K4 
trimetilado durante la infección por el virus de la 
gripe puede ser debido a la activación global de 
enzimas demetilasas específicas de éste residuo. 
Esto sería algo similar a lo que ocurre durante la 
infección por papillomavirus, en la que se produce 
una sobreexpresión de demetilasas específicas que 
inducen una reducción global del residuo H3K27 
trimetilado  (McLaughlin-Drubin et al., 2011).
Datos en levadura han indicado que para 
que tenga lugar la metilación del residuo H3K4, es 
importancia el reclutamiento de la metiltransferasa 
específica del residuo H3K4, Set1, al complejo de 
la RNAP II fosforilada en serina 5 (implicada en la 
iniciación transcripcional). La eliminación durante la 
infección por el virus de la gripe de la maquinaria 
de transcripción necesaria  para que tenga lugar 
la metilación del residuo H3K4, puede también ser 
responsable de la reducción de sus niveles. Sería 
interesante saber que metilasas o demetilasas 
podrían estar implicados en este proceso.
4.2 ¿El virus de la gripe manipula 
epigenéticamente la transcripción de la célula 
huésped? 
Una idea muy atractiva en relación a 
este proceso es que el virus de la gripe pudiera 
manipular o reprogramar epigenéticamente la célula 
huésped. La reprogramación epigenética global de 
la célula infectada ha sido descrito en varios virus 
DNA persistentes que provocan la transformación 
celular e inducen cambios oncogénicos. El caso 
más extremo descrito hasta el momento, es la 
manipulación epigenética que provoca Adenovirus 
y que incluye una reducción global del 70% en 
la acetilación del residuo H3K18 (Ferrari et al., 
2008; Horwitz et al., 2008). Sorprendentemente, 
esta reducción se consigue sobreexpresando 
sola la proteína viral e1a de 243 aminoácidos, y 
en el proceso son fundamentales su asociación 
con la región promotora de los genes que regula, 
y su interacción específica con el complejo 
acetiltransferasa p300/CBP. Adicionalmente, se ha 
descrito la manipulación que induce E4-ORF3, otra 
proteína pequeña de adenovirus, en la represión de 
genes regulados por p53 (Soria et al., 2010). En este 
caso se describe como la sobreexpresión de ésta 
proteína viral induce la reorganización de regiones 
ricas en H3K9me3 formando una especie de “red” 
intranuclear en la que quedarían atrapados los genes 
diana de p53. En ambos trabajos se describe como 
solo dos proteínas virales provocan una importante 
manipulación de la transcripción celular que permite 
la activación y represión de genes para el beneficio 
de adenovirus. Otro ejemplo de virus que altera 
globalmente la acumulación de modificaciones de 
histonas es la manipulación epigenética impuesta 
por la oncoproteína E7 del papilomavirus humano 
HPV16. E7 de HPV16 provoca la reducción global 
de la metilación del residuo H3K27me3, relacionado 
con represión transcripcional (McLaughlin-Drubin et 
al., 2011). E7 induce la expresión de las H3K27me3 
demetilasas, KDM6A y KDM6B, contribuyendo a la 
reprogramación de la célula huésped. 
Se ha sugerido que la polimerasa del 
virus de la gripe induce los cambios sobre la 
maquinaria transcripcional celular a través de 
su asociación con el dominio carboxilo-terminal 
de la RNAP II (Vreede & Fodor, 2010). Es más, 
ensayos de inmunoprecipitación han mostrado 
como la polimerasa viral se encuentra asociada 
principalmente en el extremo 5’ del ORF de los 
genes celulares, donde se cree podría secuestrar 
maquinaria celular que precisa para sus actividades 
(Chan et al., 2006). Es posible que, una vez que no 
se requiera más transcripción celular, la polimerasa 
viral asociada en la región 5’ del gen no solo 
induzca la degradación de la RNAP II, sino también 
la disminución de H3K4me3 como mecanismo 
adicional del bloqueo de la transcripcional celular 
(ver Figs. D1 y D2). 
 Las preguntas abiertas en esta discusión 
surgen en el momento en el que se considera la 
cromatina como posible factor modulador del ciclo 
viral en su fase nuclear. A pesar de haber sido una 
estructura ampliamente ignorada en el estudio de la 
infección por gripe, la importancia que la cromatina 
tiene en procesos celulares vitales para el correcto 
progreso de la infección viral, hace inevitable su 
integración en futuros estudios en relación a éste 
patógeno.
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CONCLUSIONES
1.- CHD6 interacciona con las subunidades PA y PB2 de forma individual, con el complejo de la polimerasa 
viral en infección, y colocaliza con las RNPs virales en el núcleo de células infectadas. 
2.- El silenciamiento de CHD6 produce un ligero aumento en la actividad de las RNPs virales y aumenta el 
título del virus correlativamente a la disminución de los niveles de CHD6 en las células infectadas.
3.- La distribución intranuclear de CHD6 cambia durante la infección por el virus de la gripe a un patrón más 
granulado excluido de los nucleolos. Este cambio no parece ser debido al bloqueo en la transcripción celular 
que tiene lugar en células infectadas.
4.- La infección por el virus de la gripe produce la degradación específica de CHD6 tanto en células de 
cultivo como en tejido de pulmón de ratón infectado.
5.- Esta degradación ocurre con todas las cepas de laboratorio y aislados naturales analizados, incluyendo 
cepas atenuadas que no degradan la RNAP II celular, y no tiene lugar en infecciones por VSV y Adenovirus. 
La cepa A/Ann Arbor/6/60 cold-adapted, utilizada ampliamente como cepa donadora en la generación de 
vacunas vivas gripales atenuadas, induce una menor degradación de CHD6. 
6.- La expresión del complejo de la polimerasa viral es suficiente para inducir la degradación de CHD6 y 
ocurre en presencia de un inhibidor de la vía de degradación del proteosoma.
7.- Durante la infección por el virus de la gripe CHD6 es reclutado a cromatina transcripcionalmente inactiva, 
junto a la proteína NP viral. CHD6 no media la acumulación de NP en cromatina inactiva.
8.- La infección por el virus de la gripe induce una reducción en los niveles de H3K4me3, marcador de 
cromatina transcripcionalmente activa.   
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ABSTRACT
	 	 The	 influenza	 virus	 establishes	 close	 functional	 and	 structural	
connections with the nucleus of the infected cell. Thus, viral ribonucleoproteins 
(RNPs) are closely bound to chromatin components and the main constituent 
of viral RNPs, the NP protein, interacts with histone tails. Using a yeast two-
hybrid	screening,	we	previously	found	that	the	PA	influenza	virus	polymerase	
subunit interacts with the CHD6 protein, a member of the CHD family of 
chromatin remodelers. Here we show that CHD6 also interacts with the viral 
polymerase complex and colocalizes with viral RNPs in the infected cells. 
To study the relationships between RNPs, chromatin and CHD6, we have 
analyzed whether NP and CHD6 binds to peptides representing trimethylated 
lysines of histone 3 tails that mark transcriptionally active or inactive 
chromatin. Upon infection, NP binds to marks of repressed chromatin and, 
interestingly an important recruitment of CHD6 to these heterochromatin 
marks occurs in this situation. In addition, a decreased accumulation of a 
mark of transcriptionally active chromatin is observed within the infected 
cells. Silencing experiments indicate that CHD6 acts as a negative modulator 
of	 influenza	 virus	 replication,	 hence,	 the	CHD6	 association	with	 inactive	
chromatin	 could	 be	 part	 of	 a	 process	 where	 the	 influenza	 virus	 triggers	
modifications	 of	 chromatin	 components	 that	 could	 contribute	 to	 the	
pathogenic events used by the virus to induce host cell shut-off. 
INTRODUCTION 
	 	 The	 influenza	 virus	 genome	 consists	 of	 eight	 segments	 of	 single-
126
stranded and negative sense RNAs (vRNAs). For genome expression, it has 
to form ribonucleoprotein complexes (RNPs) in which four viral proteins 
are essential constituents: the nucleoprotein (NP) and the three subunits 
of the polymerase (PB1, PB2 and PA) (Detjen et al., 1987, Horisberger, 
1980, Huang et al., 1990, Kimura et al., 1992, de la Luna et al., 1993). 
Upon entry into a susceptible cell, these RNPs are transported to the nucleus 
where transcription and replication take place (reviewed in (Elton et al., 
2005b)). Transcription involves the synthesis of capped and polyadenylated 
viral mRNAs and it is primed by short-capped oligonucleotides of around 
10 to 12 nucleotides. These oligonucleotides are scavenged from newly 
synthesized RNA polymerase II (RNAP II) transcripts by a viral polymerase 
endonuclease activity (Bouloy et al., 1978, Plotch et al., 1981). Therefore, 
functional coupling between viral and cellular transcription has been 
suggested. Indeed, the viral polymerase interacts with the largest subunit 
of the RNAP II complex (Engelhardt et al., 2005), as well as with a large 
number of cellular proteins related to transcription such as Ebp-1 (Erb-B3 
binding protein 1) (Honda et al., 2007), DDX5 (Jorba et al., 2008) or hCLE 
(Huarte et al., 2001, Pérez-González et al., 2006). Recent genome-wide 
screenings have shown that a large number of cellular factors belonging to 
multiple functional categories participate in the viral life cycle (Karlas et al., 
2010, Konig et al., 2009, Brass et al., 2009, Shapira et al., 2009). Viral RNA 
replication involves the synthesis of cap-independent, full-length positive-
stranded RNAs complementary to the genomic vRNAs, which serve as 
a	 template	 for	 the	 amplification	of	 the	vRNAs.	Viral	 replication	has	been	
proposed to take place in DNAse insensitive nuclear fractions that include 
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chromatin and/or cellular matrix (Takizawa et al., 2006). Accordingly, it has 
been described that viral ribonucleoproteins are closely bound to the nuclear 
matrix or to chromatin components (Bukrinskaya et al., 1979, Jackson et 
al., 1982, Lopez-Turiso et al., 1990, Bui et al., 2000). This binding may 
be mediated at least in part through interaction of NP with nucleosomes, 
since NP interacts with histone tails in vitro (Garcia-Robles et al., 2005). 
Similarly, in vitro binding experiments suggest that viral matrix protein 
(M1)	interacts	non-specifically	with	core	histones	(Zhirnov et al., 1997). In 
addition, interactions have been described between the RNPs and PARP-
1 (the chromatin-associated enzyme poly-adenyl-ribosyl-polymerase 1) or 
DDB1 (the DNA binding protein associated with a centromeric complex) 
(Mayer et al., 2007), as well as between the MCM complex, a replicative 
DNA helicase, and the PA subunit (Kawaguchi et al., 2007). 
  The basic repeating unit of chromatin is the nucleosome, which 
contains two copies of the core histones H2A, H2B, H3 and H4 (Kornberg 
et al., 1999). The packaging of DNA into nucleosomes and higher structures 
represents an obstacle to gene expression and chromatin remodelers facilitate 
the	 recruitment	 of	 specific	 and	general	 transcription	 factors	 to	 their	DNA	
targets for transcriptional control (Clapier et al., 2009). There are two distinct 
categories of enzymes that remodel chromatin: those that mediate post-
translational	modifications	of	histones,	and	those	that	use	the	energy	from	
ATP hydrolysis to alter the interactions between histones and DNA within the 
nucleosome (Mellor, 2005, Berger, 2007). CHD proteins (chromodomain-
helicase DNA-binding) are a family of chromatin remodelers belonging to 
the latter type, which contain two N-terminal chromodomains that interact 
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with methylated histone tails. This interaction contributes to the dynamics 
of chromatin structure, which affects the binding of transcription factors 
and, therefore, modulate the initiation and elongation steps of transcription 
(Flanagan et al., 2005, Sims et al., 2005, Clapier et al., 2009). We previously 
described	the	interaction	of	influenza	virus	polymerase	PA	subunit	with	the	
CHD6 chromatin remodeler through a yeast two-hybrid screening (Huarte et 
al., 2001). The CHD6 protein belongs to the recently described third CHD 
subfamily comprised of CHD6-CHD9 proteins (Schuster et al., 2002). The 
relation of CHD6 with mRNA transcription machinery is known (Lutz et 
al., 2006) as is its interaction with Nrf2, a transcription factor that plays a 
crucial role in maintaining the cellular redox state (Nioi et al., 2005). On the 
other hand, we have observed that mice with a CHD6 gene deletion, which 
abolishes the ATPase activity, present an ataxic phenotype (Lathrop et al., 
2009). 
  Besides CHD6 associating with the PA viral polymerase subunit, 
we	describe	here	that	it	also	associates	with	the	influenza	virus	polymerase	
complex and colocalizes with viral RNPs. Silencing experiments indicate that 
CHD6	is	a	negative	modulator	of	influenza	virus	replication	and,	moreover,	
its	association	with	specific	methylated	residues	of	histone	 tails	 that	mark	
repressed	 chromatin	 increases	 greatly	 upon	 influenza	 virus	 infection. In 
addition, a global decrease on a transcriptionally active chromatin mark is 
observed upon viral infection.
RESULTS 
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Identification of CHD6 as a protein that interacts with influenza virus 
polymerase
	 	 In	 search	 of	 cellular	 factors	 that	 would	 interact	 with	 influenza	
virus polymerase, a two-hybrid screening in yeast with PA protein from A/
Victoria/3/75 (VIC) strain as bait was carried out. As previously described 
(Huarte et al.,	2001),	 two	clones	were	isolated	and	confirmed	as	positives	
since	 they	 fulfilled	all	controls	 in	 the	 two-hybrid	 interaction	protocol	 (see	
Experimental procedures). One clone was further characterized as the hCLE/
c14orf166 protein (Huarte et al., 2001), which is a positive modulator of the 
RNAP II activity (Pérez-González et al., 2006). The other clone had an insert 
corresponding to a human genomic DNA sequence present in the databases 
(HS620E11)	and	was	further	identified	as	the	gene	encoding	CHD6,	a	protein	
belonging to a family of chromatin remodelers (Huarte et al., 2001). The two-
hybrid analysis was done with pGBT-PA and pGBTPAD1-154 plasmids that 
express a GAL4-fusion protein with the entire PA or an N-terminal deletion of 
PA protein, respectively. Both proteins were positive in the interaction assay 
with	CHD6,	indicating	that	the	first	N-terminal	third	of	PA	in	not	required	for	
binding (Fig. 1A).
  The viral RNPs (PA, PB1 and PB2 polymerase complex bound to viral 
RNA	wrapped	by	NP	protein)	are	essential	for	influenza	virus	life	cycle	since	
they perform all the activities required for viral RNA expression. Therefore, 
we examined whether CHD6 also interacts with the viral polymerase complex 
and colocalize with the viral RNPs. Thus HEK293T cells were infected with 
the VIC strain and co-immunoprecipitation analyses were carried out using 
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an anti-CHD6 antibody. All three polymerase subunits associated with CHD6 
(Fig. 1B), whereas a control antibody (C), did not immunoprecipitate any 
of the individual polymerase subunits (Fig.1B). The in vivo association of 
CHD6 and viral RNPs was examined by performing colocalization studies of 
CHD6	and	their	main	component,	the	NP	protein,	in	influenza	virus	infected	
A549 cells. In agreement with the observed association of CHD6 with the 
viral polymerase, colocalization of CHD6 and NP was obtained (Fig. 1C). 
In addition to the CHD6-NP colocalization, a change in the distribution 
pattern of CHD6 upon viral infection was observed (compare CHD6 pattern 
in MOCK and 9 hpi). Therefore, CHD6 interacts with PA as well as with the 
entire	polymerase	complex	following	infection	with	the	influenza	virus.	
In vitro association of CHD6 to markers of inactive chromatin increases 
in influenza virus infected cells
  The interaction of CHD6 chromatin remodeler with the viral 
polymerase coincides with previous reports describing the functional and 
structural	association	of	viral	RNPs	with	the	host	cell	chromatin.	In	influenza	
virus-infected cells, vRNPs are tightly associated with the nuclear matrix, in 
agreement	with	results	showing	that	the	synthesis	of	influenza	virus	vRNAs	
takes place in insoluble complexes present in the nuclear matrix fraction 
(Lopez-Turiso et al.,	1990).	Previous	reports	analyzed	the	binding	of	influenza	
virus	RNPs	and	purified	NP	protein,	to	purified	nucleosomes,	reconstituted	
histone	octamers	and	purified	single	histones	(Garcia-Robles et al., 2005). 
Both vRNPs and NP proteins were capable of binding nucleosomes. Using 
purified	 histones	 to	 reconstitute	 an	 octamer	 particle,	 the	 vRNP-histone	
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association was found to occur through the histone tails (Garcia-Robles et al., 
2005).	However,	how	histone	tail	posttranslational	modifications	modulate	
vRNPs association with nucleosomes is completely unexplored. In addition, 
it	is	also	unknown	whether	influenza	virus	vRNPs	associate	with	active	or	
inactive chromatin within the infected cells. Different explanations have 
been proposed for the vRNP-histone interaction such as its role in vRNP 
transport or facilitating the proximity of vRNPs to the cellular transcription 
machinery for the cap-snatching process.
  Cellular transcription initiation and elongation are both associated 
with	 specific	 chemical	 modifications	 of	 the	 histone	 components	 of	 the	
nucleosomes residing in the promoter regions and transcribed portions of 
active coding genes (Jenuwein et al., 2001, Li et al., 2007). Generally, active 
genes correlate with the presence of methylation at lysines 4, 36 and 79 of 
histone 3 tail (H3K4, H3K36, and H3K79) and silent genes correspond to the 
occurrence of methylation at lysines 9 and 27 of histone 3 tail and lysine 20 
of histone 4 tail (H3K9, H3K27, and H4K20) (Berger, 2007). To characterize 
whether vRNP associates with active or inactive chromatin, in vitro histone 
pull-down analyses were carried out. Synthetic biotin-conjugated peptides 
from the N-terminal tail of histone 3 (1-21) or (22-44), either unmethylated 
or	trimethylated	in	lysines	residues	4,	9	or	27,	were	fixed	to	agarose-avidin	
resins and used for pull-down assays with nuclear extracts of HEK293T 
infected cells at 9 hpi examining the presence of NP protein by Western blot. 
An important retention in H3K9me3 and H3K27me3 containing resins was 
observed (Fig. 2A), indicating that at late time post infection (9 hpi) viral 
RNPs are mainly associated to inactive chromatin.
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  Functional studies have shown that the chromodomain serves as a 
module that mediates chromatin interactions by binding directly to DNA, 
RNA, and methylated histone H3 (Flanagan et al., 2005). Indeed, the two 
chromodomains of human CHD1, another member of the CHD family, are 
required to bind to trimethylated H3K4 (H3K4me3) (Flanagan et al., 2005, 
Sims et al., 2005). Other proteins containing chromodomains, such as the 
heterochromatin-associated protein 1 (HP1a) and Polycomb, recognize the 
methylated	lysines	that	correlate	with	silent	genes,	specifically	methylated	
marks in H3K9 and H3K27, respectively (Fischle et al., 2003). Since CHD6 
contains chromodomains that could bind methyl histone marks and also 
interacts with viral RNPs, which associate to inactive chromatin at late time 
post-infection, we evaluated the CHD6 pattern of chromatin association both 
in	uninfected	and	influenza	virus	infected	cells.	The	behavior	of	a	different	
chromatin remodeler belonging to subfamily II of the CHD family, the CHD3 
protein and HP1a was also evaluated. No CHD6 binding preference for any 
chromatin mark was observed in uninfected cells. As previously described, 
HP1a	 was	 specifically	 associated	 with	 the	 H3K9me3	 group	 (Fischle et 
al., 2003, Bannister et al., 2001). CHD3 was strongly retained by resins 
containing H3K9me3 as well as by those having unmethylated H3 (1-21) 
peptide, (Fig. 2B, left), which was in accordance with previous data (Hall et 
al.,	2007,	Zegerman et al., 2002). 
  Next, similar pull-down experiments were carried out with nuclear 
extracts of HEK293T infected cells at 9 hpi. The results (Fig. 2B, right) show 
a	significant	CHD6	retention	in	resins	containing	H3K9me3	or	H3K27me3	
peptides in this situation. In contrast, no variation of HP1a and CHD3 
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association was found. Therefore influenza virus infection triggers the 
association of CHD6 with repressed chromatin. 
In vivo association of CHD6 to markers of inactive chromatin increases 
in influenza virus infected cells
  Taking into account the recruitment of CHD6 to peptides representing 
inactive chromatin, we wondered whether this recruitment also takes place in 
vivo upon	infection	with	the	influenza	virus.	Confocal	immunofluorescence	
studies were carried out using antibodies that detect CHD6 and H3K4me3, 
H3K9me3	 and	 H3K27me3.	 The	 confocal	 immunofluorescence	 analyses	
were performed using single confocal sections and the colocalization mask 
to obtain binary images showing only overlapping pixels (white spots), (see 
Experimental procedures). In uninfected A549 cells we found that CHD6 co-
localizes with H3K4me3 and more weakly with H3K9me3 and H3K27me3 
(Fig. 3; MOCK, CHD6-H3Kme3 panels). Hence, it appears that the protein 
is preferentially present in transcriptionally active sites, in agreement with its 
presence at spots where mRNA synthesis is taking place (Lutz et al., 2006). 
  Next, the co-localization of CHD6 with the different trimethylated 
lysine	residues	of	histone	3	tails	during	influenza	virus	infection	was	examined	
(Fig. 3; 9 hpi, CHD6-H3Kme3 panels). In A549 infected cells, besides the 
previously described changes in the CHD6 distribution (see Fig. 1C), an 
important increase in the colocalization of CHD6-H3K9me3 took place 
(from 24% to 66%). In addition, a moderate increase in the colocalization 
of CHD6-H3K27me3 occurred (from 45% to 55%), whereas CHD6-
H3K4me3	colocalization	did	not	 show	significant	variations.	Detection	of	
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viral nucleoprotein was always examined at the same time to assess the 
infection (data not shown). A quantitative analysis of these changes is shown 
in the graphic in which the respective colocalizations in every cell present in 
three confocal sections of three different experiments have been examined. 
Despite	 the	redistribution	of	CHD6,	 there	was	no	obvious	modification	 in	
the pattern of the trimethylated lysines in infected cells (Fig. 3, H3Kme3 
panels). In agreement with the strong co-localization of H3K4me3 with 
nascent	RNA	(Zinner et al., 2006), this marker was distributed throughout the 
nucleoplasm. By contrast, H3K9me3 and H3K27me3 were enriched along 
the nuclear border and around the nucleoli (see also below Supp. mat. 1), in 
accordance	with	previous	observations	(Zinner et al., 2006) and with their 
role	in	transcriptional	repression.	Thus,	influenza	virus	infection	stimulates	
the recruitment of CHD6 to inactive chromatin at late time post infection. 
CHD6 does not mediate viral RNPs-inactive chromatin association 
  Data so far indicates that both CHD6 and vRNPs accumulate at 
inactive chromatin at late time post-infection (Figs. 2 and 3). Therefore, we 
wonder whether chromatin remodeler CHD6 is needed for vRNPs association 
to this chromatin area. The opposite was also considered since CHD6 could 
be recruited to H3K9me3- and H3K27me3-rich regions through binding to 
vRNPs. To distinguish between these two possibilities, we constructed stable 
silenced A549 cells that are derived from human alveolar basal epithelial 
cells (Kuiken et al., 2008). Two different CHD6 silencers were introduced 
into the cells, siCHD6.1 and siCHD6.2. In addition, a stable A549 cell line 
was constructed containing a control silencer previously used in our silencing 
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studies (Burgui et al., 2007). The content of CHD6 in the three A549 cell 
lines was evaluated by Western blot (Fig. 4A left). The two silenced CHD6 
cell lines presented a decreased accumulation of CHD6 compared with TM 
cells, this decrease being higher in the case of siCHD6.2 silencer that showed 
a reduction of 90% on CHD6 accumulation. Confocal microscopy studies 
with these last cells were also carried out in which a decreased accumulation 
of CHD6 was clearly observed compared with the TM cell line (Fig. 4A, 
right).
 Next, control A549 (TM) and CHD6-silenced cells (siCHD6.2) were 
infected	with	the	influenza	virus	and	the	viral	RNPs	association	with	inactive	
chromatin	was	analyzed	by	confocal	 immunofluorescence	studies	at	9	hpi	
(Fig. 4B). The NP protein was mainly located at the nuclear periphery in 
agreement with previous publications describing this localization at late time 
post infection (Elton et al., 2005a). Colocalization of NP was higher with 
the H3K9me3 than with the other inactive chromatin mark, the H3K27me3 
marker. More importantly, the RNP-chromatin association behaved similarly 
in control and CHD6 silenced cells indicating that CHD6 is not the mediator 
of that association and suggesting that the viral RNPs could, at least in part, 
be involved in triggering CHD6 recruitment to inactive chromatin during 
infection. 
Effect of CHD6 silencing on influenza virus replication 
  The results presented above suggest that CHD6 could be relevant 
for	 the	 influenza	 virus	 life	 cycle.	 Natural	 infections	 with	 the	 influenza	
virus occur at low moi and take place in the epithelium of the respiratory 
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tract.	Thus,	to	establish	the	potential	CHD6	significance,	we	infected	TM,	
siCHD6.1	and	siCHD6.2	A549	cells	with	influenza	virus	at	low	multiplicity	
and analyzed the viral titers along the infection time. The amounts of CHD6 
and PA polymerase subunit were also examined and detection of b-tubulin 
was carried out as loading control. CHD6 accumulation remained lower in 
CHD6-silenced cells than in control TM cells all along the infection period, 
whereas PA accumulation was clearly higher in the CHD6-silenced cells than 
in the control TM infected cells (Fig. 5A). Very interestingly, an increase 
in virus production in CHD6 silenced cells was obtained, around 5 and 10 
times higher in siCHD6.1 and siCHD6.2 cells compared to TM control cells, 
respectively. Moreover, virus production showed an inverse correlation with 
CHD6 reduction levels as shown by Western blot (Fig. 5B). This data clearly 
indicates that the chromatin remodeler CHD6 works as a negative modulator 
of	influenza	virus	replication.	
Analysis of lysine methylation in histone 3 tails in influenza virus infected 
cells
	 	 Influenza	virus	infection	triggers	an	important	inhibition	of	cellular	
mRNA synthesis together with RNAP II degradation (Rodriguez et al., 2007, 
Vreede et al., 2010) causing profound alterations in the host cell genome 
expression	 apparatus.	 Accordingly,	 viral	 infection	 provokes	 significant	
modifications	in	CHD6	chromatin	association.	To	evaluate	whether	influenza	
virus infection provokes general effects on chromatin dynamic we studied 
both, the possible alterations in the distribution pattern and the accumulation 
levels of active and inactive chromatin markers along the infection cycle. 
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  Our previous data indicated that the nuclear distribution of chromatin 
markers	did	not	 show	 significant	 variations	 at	 9	h	post-infection	 (Fig.	 3).	
However these results did not discard possible changes at earlier or later times 
during the infection cycle. Thus, examination of intranuclear localization 
of H3K4me3, H3K9me3 and H3K27me3 histone markers was studied in 
uninfected and infected A549 cells at high moi, both at 6 and 12 h post-
infection. The results (Supp. mat. 1) indicate that no variations occur in their 
nuclear distribution all along the infection time. Next, we analyzed possible 
changes in the accumulation levels of these chromatin markers in this situation. 
Cultured	A549	cells	were	mock-infected	or	infected	with	influenza	virus	and	
accumulation levels of H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3 and total histone 
3 were examined using the corresponding antibodies. Western blots for viral 
PA	and	PB1	polymerase	subunits	and	cellular	β-tubulin	proteins	were	carried	
out as controls for viral infection progression and protein load, respectively 
(Fig. 6). A decrease in the “open”-chromatin marker was observed (Fig. 6A, 
H3K4me3).	 H3K4me3-βtubulin	 ratios	 were	 quantified	 in	 three	 different	
experiments and a reduction of about 35% was detected at the end of the 
infection (Fig. 6B). In contrast, either the amount of “closed”-chromatin 
markers or total levels of histone 3, remained constant all along the infection 
(Fig. 6C). Since no variations were found in histone 3 accumulation, the 
observed decrease in H3K4me3 should be due to its demethylation rather 
than to protein degradation. 
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Viruses manipulate cellular chromatin
  Viruses need to navigate through a variety of host cell compartments 
to complete their life cycle and chromatin represents a challenge for viral 
gene expression. Like cellular DNA, the genomes of some DNA viruses that 
replicate within the nucleus, or RNA viruses like HIV, which are integrated 
into the host genome, also associate with chromatin. These viruses frequently 
recruit	proteins	involved	in	chromatin	remodeling	and	histone	modification	
into viral replication compartments (for a review see (Lieberman, 2006)). 
Consequently, interaction of viral proteins with chromatin-related factors has 
been described. Among others, the interaction of VP16 (Neely et al., 1999) 
or ICP8 (Taylor et al., 2004) from herpes simplex virus-1, IE86 of human 
cytomegalovirus (Reeves et al., 2006), the EBNA2 from Epstein-Barr (Wu 
et al., 2000), or the papillomavirus E2 protein (Kumar et al., 2007, Smith et 
al.), has been reported.
	 	 While	 the	 influenza	virus	does	not	 integrate	 into	 the	host	genome,	
vRNPs are actively transported into the nucleus where transcription and 
replication occur early in infection, and they are found to be tightly associated 
with chromatin. As a consequence of its particular mechanism of transcription, 
the	influenza	virus	requires	an	early	and	tight	functional	association	with	the	
host genome expression apparatus and therefore modulation of the chromatin 
state can be important for this coupling.
Possible role of influenza virus RNPs-chromatin association
  Influenza	virus	vRNPs	associate	with	chromatin	that	corresponds	to	
transcriptionally inactive sites together with CHD6 at late time post infection 
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(Figs.	2	and	3).	What	might	be	the	physiological	significance	of	the	association	
of vRNP with the silent chromatin enriched at the nuclear periphery? 
Once synthesis of new vRNPs takes place, M1 binds to them facilitating 
their transport into the cytoplasm. M1 binds to the globular domains of 
histone octamers, while vRNPs interact with histone tails (Garcia-Robles 
et al., 2005). It has been speculated that interactions with histone tails could 
modulate the release of vRNPs from chromatin. Hence, it is possible that 
the vRNP-H3K9me3 and vRNP-H3K27me3 interactions could cooperate 
to	reorganize	cellular	chromatin	in	order	to	promote	the	efficient	release	of	
newly synthesized vRNPs. In fact, recent data shows how these chromatin 
regions seem to be more dynamic than previously expected, highlighting 
the role of heterochromatin as a platform for the recruitment and spreading 
of regulatory proteins implicated in various aspects of chromosome biology 
(see for a review (Grewal et al., 2007)).
Potential implications of CHD6-influenza virus RNP interaction
  Histone tails are subject to a vast array of posttranslational 
modifications	 including	methylation	 and	 acetylation,	 which	modulate	 the	
dynamics from active to inactive chromatin (for a review see (Li et al., 
2007)). CHD6 association with the various markers of active and repressed 
chromatin suggests that CHD6 may act as both activator and repressor (Fig. 
2 and 3). Accordingly, it should be mentioned that it functions as coactivator 
for the cellular Nrf2 transcription factor (Nioi et al., 2005). In addition, 
its presence at spots where mRNA synthesis is taking place (Lutz et al., 
2006) and its preferential colocalization with markers of active chromatin 
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presented in Fig. 3 support this role as activator. However, a negative role 
for CHD6 on viral gene expression has been recently described in high-risk 
human papillomavirus (HPV) (Fertey et al.). Expression of the E6 and E7 
oncogenes of HPV is controlled by cellular transcription factors and by viral 
E8;E2C protein that binds and represses the E6/E7 promoter. This inhibition 
seems to be due to binding site competition with cellular transcription and to 
interaction of cellular transcription modulators with E8;E2C. The evidence 
provided indicates that CHD6 interacts with the E8;E2C protein and 
describes how this association contributes to the transcriptional repression 
of the human papillomavirus E6/E7 oncogen promoter (Fertey et al.).
 	 In	the	case	of	influenza	virus	infection,	the	association	data	suggest	
that	CHD6	 could	 have	 a	 negative	 role	 on	 the	 influenza	 virus	 cycle	 since	
infection triggers its nuclear rearrangement to transcriptionally repressed 
places	and	therefore	the	influenza	virus	replicates	more	efficiently	in	CHD6-
silenced cells (Fig. 5). Taking into account its described role as cellular 
transcriptional activator it is possible that CHD6 may function as a competitor 
of	 the	 influenza	virus	polymerase	complex	 for	 the	 transcriptionally	active	
sites required for viral transcription. 
Chromatin alterations triggered by influenza virus infection 
 Histone methylation is fundamental to gene regulation and despite the 
previous	consideration	that	this	modification	was	static,	several	studies	have	
demonstrated that the global turnover of the histone methyl group occurs at a 
rate	similar	to	histone	turnover.	Some	viruses	modulate	histone	modification	
for	 an	 efficient	 viral	 replication	 cycle.	For	 instance,	Paramecium	bursaria	
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chlorella virus-1, a large double-stranded DNA virus of the Phycodnaviridae 
family, encodes a lysine methyltransferase, which is linked to host 
transcription inhibition, probably by methylating histone H3 at Lys 27 
(Mujtaba et al., 2008). During adenovirus replication, the E4-ORF3 viral 
protein inactivates p53 by forming a nuclear structure that induces de novo 
H3K9me3 heterochromatin formation at p53 target promoters (Soria et al.). 
Moreover, there are examples of viruses with episome genomes that heavily 
depend on histone demethylases to complete their life cycle. For instance 
herpes simplex virus and varicella zoster recruit the lysine demethylase-1 
(LSD1), which can demethylate mono and dimethylated H3K4 and H3K9, 
to the immediate early viral promoters, thus facilitating the expression of 
viral immediate early genes (Liang et al., 2009). LSD1 demethylase is 
partially degraded upon infection with herpes simplex virus 1 (Gu et al., 
2009) and associates with the Epstein-Barr virus latency promoter (Chau et 
al., 2008). On the other hand, SMCX protein, which mediates demethylation 
of di- and trimethylated H3K4, is involved in E2-mediated repression of the 
papillomavirus oncogenes (Smith et al., 2010). 
	 The	influenza	virus	does	not	integrate	into	the	host	genome	although,	
since it depends upon the host cell transcriptional apparatus, it is affected by 
the	 regulatory	 impact	of	 chromatin	modifications.	Besides	 the	 association	
of	CHD6	with	silent	chromatin	following	influenza	virus	infection,	we	also	
show	a	specific	decrease	in	the	most	recognized	marker	of	transcriptionally	
active	chromatin,	H3K4me3	modification.	H3K4me3	enrichment	around	the	
transcription start site and the 5’ end of the open reading frame is known 
to promote transcription elongation and regulate RNA processing events 
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(Santos-Rosa et al., 2002, Sims et al., 2007). The global downregulation of 
H3K4me3 could be the consequence of transcription elongation inhibition and 
cellular	RNAP	II	degradation,	which	occurs	during	influenza	virus	infection	
(Rodriguez et al., 2007, Rodriguez et al., 2009, Vreede et al., 2010).  Finally, 
all the aforementioned activities could cooperate to decrease the expression 
of the infected cells and they could act as an additional pathogenic mechanism 
by	which	the	influenza	virus	produces	efficient	cell	host	shut-off.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
  The HEK293T and A549 cell lines were used in this study, as was the 
influenza	virus	A/Victoria/3/75	(VIC)	strain.	A	recombinant	virus,	containing	
the RNPs genes from the VIC strain and the rest from the A/WSN/33 strain, 
was used for viral growth studies in A549 cells. This virus made possible a 
tripsin-independent infection in the tripsin-susceptible A549 cells (Huarte 
et al., 2003). The biotin-conjugated peptides representing the N-terminal 
tails of histone 3 were obtained from Millipore. The avidin resins were from 
Pierce and the “Complete” protease inhibitor was purchased from Roche. 
Two-hybrid screen
  A yeast two-hybrid screen was performed as described previously 
(Huarte et al., 2001). Essentially, the PA cDNA from the VIC strain or the 
cDNA of PA with a 154 N-terminal amino acid deletion were cloned into 
the pGBT9 vector (GBD-PAwt and GBD-PAD1-154 respectively), and the 
resulting plasmid was used to screen a human kidney cDNA fusion library 
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cloned	into	the	pGAD	vector.	The	procedures	for	library	amplification,	yeast	
cell transformation, and screening for growth in the absence of histidine and 
b-galactosidase activity were those recommended in the Matchmaker protocol 
(Clontech). Under the conditions used, transformation of S. cerevisiae with 
plasmid pGBD-PA did not stimulate growth of the cells in the absence of 
histidine. Positive pGAD plasmids were rescued by transformation into E. 
coli MH4 (Leu-) cells, which were selected on M9 plates lacking leucine. 
Cotransformation with the human kidney cDNA fusion library constructed 
in plasmid pGAD led to the growth of about 3,000 independent clones 
after screening 4 million colonies. Thirty-two of them were positive in the 
b-galactosidase assay with 2.5 mM 3-aminotriazole and two of them were 
still strong positives in the presence of 10 mM 3-aminotriazole. These two 
clones	(hCLE	and	CHD6)	were	confirmed	as	positives	after	isolation	of	the	
plasmids	 and	 retransformation,	 and	 they	 fulfilled	 all	 controls	 in	 the	 two-
hybrid interaction protocol.
Construction of CHD6-silenced cells
  Two CHD6-silencing pSuperRetro Puro plasmids (siCHD6.1 
and siCHD6.2) expressing short hairpin RNAs targeting CHD6 mRNA 
corresponding to positions 4539-4559 and 4795-4813 respectively, were 
generated according to the manufacturer’s instructions (Oligoengine). These 
short hairpins showed no homology to other gene sequences. Control plasmid 
pSuperRetro Puro (TM) expresses a nonsilencing short hairpin RNA derived 
from a transcript of the bacterium Thermotoga maritima and does not target 
any known mammalian gene (Burgui et al., 2007, de Lucas et al., 2010) (the 
144
targeted sequence is AATTCTCCGAACGTGTCACGT). 
 Control or stable A549 CHD6-silenced cells were obtained by transfection 
of TM, siCHD6.1 or siCHD6.2 plasmids using Lipofectamine 2000 
(Invitrogen) followed by selection with 0.5 mg/ml puromycin.
Virus infection 
 For infections at high multiplicity, cells were infected at a multiplicity 
of	infection	(moi)	of	3	pfu/cell,	and	fixed	at	different	hours	post	 infection	
(hpi)	for	immunofluorescence	analysis	or	they	were	lysed	in	Laemmli	buffer	
(Sambrook, 1989) for Western blotting. For virus titer analysis the cells were 
infected at 10-3 pfu/cell and the particle production was evaluated by plaque 
assay. 
Western blotting
  Western blotting was carried out as described previously (Rodriguez 
et al., 2007). The following primary antibodies were used: for CHD6, an 
affinity-purified	antibody	using	an	epitope	specific	to	CHD6	immobilized	on	
a solid support (cat no. A301-221A) (1:1000) from Bethyl Laboratories; for 
CHD3, a rabbit polyclonal antibody (cat no. A301-219A) (1:300) from Bethyl 
Laboratories; for PA, monoclonal antibodies 2 and 9 (1:20 each) (Bárcena et 
al., 1994); for PB2, monoclonal antibodies 8 and 22 (1:100 each) (Bárcena 
et al., 1994); for PB1, a rabbit polyclonal antibody (1:1000) (Gonzalez et al., 
1999); for nucleoprotein (NP), a rat polyclonal antibody generated with the 
use	of	a	His-NP	protein	expressed	and	purified	from	bacteria	as	an	antigen	
(1:2000); for b-tubulin, a mouse monoclonal antibody (1:15000) from 
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Sigma; for H3K4me3, H3K9me3 and H3K27me3, polyclonal antibodies (cat 
no. 39160, 39162 and 39157, respectively) (1:1000); for H3, a polyclonal 
antibody (cat no. 39164) (1:5000); for HP1a, a polyclonal antibody (cat. no. 
39296) (1:1000) all from Active Motif. 
Immunoprecipitation
  Immunoprecipitation studies were performed as described previously 
(Lutz et al.,	2006).	Briefly,	107 HEK293T cells were mock-infected or infected 
with	influenza	virus	at	3	pfu/cell.	At	7	hpi,	the	cells	were	collected	and	lysed	
in buffer containing 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1.5 mM MgCl2, 50 mM 
Tris/HCl pH 8.5 and 0.5% Igepal, with “complete” protease inhibitors. 
The lysate was centrifuged at 10,000g and the supernatant was used for 
immunoprecipitation studies using the anti-CHD6 (polyclonal antiserum 
from Bethyl Laboratories) or an unrelated antibody. The immunocomplexes 
recovered were washed ten times with lysis buffer and the immunoprecipitated 
proteins were analyzed byWestern blots.
Immunofluorescence
	 	 MOCK-infected	 or	 infected	 A549	 cells	 were	 fixed	 with	 3.7%	
formaldehyde for 20 minute at room temperature and stored in PBS. 
Fixed cells were permeabilized and incubated in PBS/0.1% (w/v) BSA 
with the following primary antibodies: rat polyclonal antibody anti NP 
(1:4000), a mouse monoclonal antibody anti CHD6 (1:10) from Abcam 
(cat. no. Ab51330), anti CHD3 (1:500) from Bethyl Laboratories and rabbit 
polyclonal antibodies against H3K4me3, H3K9me3 or H3K27me3 (1:500), 
all from Active Motif. The samples were observed by confocal microscopy 
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with	a	BioRad	Radiance	2100	laser	scanning	system	on	a	Zeiss	Axiovert	200	
microscope using a 63 x 1.4 oil immersion objective. 1024x1024 pixel images 
were acquired sequentially to avoid bleed-through effect with the LaserSharp 
2000 v.5 software (BioRad). For colocalization studies, single confocal 
sections with 3-5 cells from three independent experiments were thresholded 
to establish the background correction (from 70-90 to 255 gray scale levels 
for CHD6 signal, 80-90 to 255 gray scale levels for NP signal and 110-120 to 
252 gray scale levels for H3K4me3, H3K9me3 and H3K27me3), processed 
with LaserPix v.4 image software (adaptation for BioRad of ImagePro Plus, 
Media Cybernetics, LP) and binary images obtained with the colocalization 
mask showing only overlapping pixels were obtained. Quantitative analysis 
was reported as the percentage of the thresholded area of CDH6 signal which 
overlays with the corresponding thresholded area of the H3Kme3 signal. 
This percentage was obtained from the previous segmented and calibrated 
images analyzed with the colocalization module of MetaMorph Premier 
v.7.5.2 software (Molecular Devices Inc., CA), Average, standard deviation 
and	 statistical	 significance	 determined	 by	 Student’s	 T-test	 values	 were	
calculated.
Binding of CHD6 to histone 3 peptides in vitro
  Nuclear extracts from MOCK-infected or infected HEK293T cells 
were prepared using a protocol adapted from (Andersen et al.,	2002).	Briefly,	
cells were resuspended in buffer A (10 mM Hepes pH 7.9, 10 mM KCl, 1.5 mM 
MgCl2 and 0.5 mM DTT) and dounce homogeneized ten times. The dounced 
nuclei	were	 purified	 by	 centrifugation	 through	 a	 0.35	M	 sucrose	 cushion	
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and lysed with buffer containing: 50 mM Tris HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 
mM EDTA, 1.5 mM MgCl2, 0.5 % Igepal, 1 mM DTT, 10 % Glycerol and 
Benzonase. The extracts were precleared with avidin beads and the unbound 
material was incubated for 10-12 hours at 4º C with resins containing amino 
acids 1-21 of the histone 3 tail unmethylated or trimethylated at lysine 4 or 
9, or amino acids 21-44 of the histone 3 tail unmethylated or trimethylated at 
lysine 27. About 4 mg of peptide and 107 cells were used for each pull-down. 
The beads were washed seven times with buffer containing 50mM Tris-HCl 
pH 7.5, 250 mM NaCl, 5mM EDTA, 0.5% Igepal and “Complete” protease 
inhibitor cocktail, and the bound proteins were analyzed by Western blots.
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1
CHD6 interacts with influenza virus polymerase proteins. (A); CHD6 
interacts with PA in a yeast two-hybrid screening. Entire PA (GBD-PAwt), 
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PA	protein	lacking	the	first	154	aa	(GBD-PAD1-154). (B); CHD6 interacts 
with the polymerase complex. HEK293T cells were MOCK-infected or 
infected with the VIC strain and the nuclear extracts were analyzed by 
immunoprecipitation. The presence of CHD6, PB2, PA and PB1 proteins was 
monitored by Western blots probed with the corresponding antibodies. (Input), 
represents the HEK293T nuclear extracts, (a-CHD6) the immunoprecipitate 
using an antibody against CHD6, (C) the immunoprecipitate with a control 
antibody.	(M),	Mock-infected	cells;	(V),	influenza	virus	infected	cells.	(C);	
A549	cells	were	MOCK-infected	or	infected	with	influenza	virus	and	at	9	
hpi,	the	cells	were	fixed	and	processed	for	immunofluorescence	assays	using	
antibodies against CHD6 and NP. The CHD6-NP panels show the signals 
common to the corresponding two antibodies obtained with the colocalization 
mask. The experiment was repeated three times and a representative image 
is shown.
Figure 2
CHD6 and viral NP in vitro association with H3K9me3 and H3K27me3 
in influenza infected cells. (A); Nuclear extracts from infected HEK293T 
cells at 9 hpi were precleared with avidin beads and the unbound material 
was incubated with resins containing amino acids 1-21 of the histone 3 
tail unmethylated (H3(1-21)) or trimethylated at lysine 4 (H3K4me3) or 9 
(H3K9me3), or amino acids 21-44 of the histone 3 tail unmethylated (H3(22-
44)) or trimetylated at lysine 27 (H3K27me3). The beads were extensively 
washed, and NP binding was analyzed by Western blot. (B); Similar to 
part A, but using nuclear extracts from uninfected (left) or infected (right) 
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HEK293T cells. The bound proteins were analyzed by Western blots with 
specific	antibodies	against	the	indicated	proteins	
Figure 3
The association of CHD6 with methylated lysines of histone 3 tails 
changes during influenza virus infection. A549 cells were MOCK-infected 
or	infected	with	influenza	virus	and	at	9	hpi	the	cells	were	fixed	and	processed	
for	 immunofluorescence	 assays	 using	 anti-CHD6	 plus	 anti-H3K4me3,	 or	
anti-H3K9me3, or anti-H3K27me3 antibodies. The CHD6-H3Kme3 panels 
show the signals common to the corresponding two antibodies obtained with 
the	colocalization	mask	followed	by	a	magnified	view	of	the	cells	marked	
with arrows. The experiment was repeated three times and representative 
images	are	shown.	The	graph	shows	quantification	of	the	colocalization	of	
individual cells coming from three different sections of three independent 
experiments. Standard deviations are indicated by bars, asterisks (*=p<0.05, 
**=p<0.0001)	indicate	statistical	significance	determined	by	Student’s	T-test.	
The corresponding numbers are: MOCK H3K4me3, n=12; 9 hpi H3K4me3, 
n=16; MOCK H3K9me3, n=12; 9 hpi H3K9me3, n=14; MOCK H3K27me3, 
n=12; 9 hpi H3K27me3, n=16.
Figure 4
CHD6 knock-down does not affect the association of vRNPs with 
methylated lysines of histone 3 tails during influenza virus infection. (A); 
A549 cells were stably transfected with plasmids expressing a nonsilencer 
RNAi	(TM)	or	specific	RNAi	silencers	for	the	CHD6	gene	(siCHD6.1	and	
siCHD6.2). The accumulation levels of CHD6 were evaluated by Western 
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blot	 and	 immunofluorescence	 analysis.	 (B);	 Control A549 cells (TM), or 
CHD6-silenced	(siCHD6.2)	were	infected	with	influenza	virus	and	at	9	hpi	
the	cells	were	fixed	and	processed	for	immunofluorescence	assays	using	anti-
NP plus anti-H3K9me3, or anti-H3K27me3 antibodies. The NP-H3Kme3 
panels show the signals common to the corresponding two antibodies 
obtained with the colocalization mask. The experiment was repeated three 
times and representative images are shown. 
Figure 5 
Effect of CHD6 silencing on influenza virus replication. (A); Cultures 
of stable CHD6-silenced A549 cells (siCHD6.1 and siCHD6.2) or control-
silenced (TM) cells were infected at a moi of 10-3 pfu/cell and at the designated 
hpi cell extracts were taken and the indicated proteins were monitored by 
Western blotting. (B); Aliquots of the culture supernatants of kinetics of 
panel A were collected at the indicated times after infection and the virus 
titer was determined by plaque assay in MDCK cells.
Figure 6
The accumulation levels of H3K4me3 decrease in influenza virus infected 
cells.	(A);	A549	cells	were	MOCK-infected	(M),	or	infected	with	influenza	
virus (V) and at the times indicated, total cell extracts were analyzed in 
Western	blots	probed	with	specific	antibodies	against	the	indicated	proteins.	
(B); A graph representing the mean of H3K4me3/b-tubulin ratios from three 
independent experiments is shown. (C); Similar to part A using the antibodies 
against the indicated proteins.
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